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Wachstumsfaktoren LX. 


Yon 


Hans vy. Euler und Margareta Rydbem. 


Mit 4 Figuren im Text und 1 Tafel 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitiit Stockholm 


Der Redaktion zugeganven am 19. Mai 1926 


In zablreichen Versuchsserien dieses Laboratoriums hatte 
sich, wie schon in der vorhergehenden Mitteilung 
wurde, gezeigt, da Ratten, ohne Zutuhr von | D-Faktor mit 
Grundkost + Marmite + Citronensaft erniihrt, oft Monate lang 
kriftiges Wachstum zelgen, und dab die Untersuchung yOu 
Kpiphyse und Ziihnen keine Andeutungen rachitischer Erschet- 


T 
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nungen erkennen lassen. Da auch der Phosphatgehalt im Blut 
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mit den histologischen Ergebnissen iibereinstimmt, haben 
uns zur Annahme veranlabt gesehen, da& bei den beschriebem 
fillen der 1 D- und A 1-Bedart in anderer Weise gedeckt worder 
ist, als durch Aufnahme dieser Stofte mit der Nahrung. 

Die Fortsetzung unserer Versuche hat unseren friitheren 
SchluB?) bestitigt, dab Ratten — und das Gleiche diirfte ver- 
mutlich auch fiir andere Siiugetiere gelten — die Fahigkeit 
besitzen kénnen, und in sehr wechselndem Grad?) be- 
sitzen, den Faktor 1D und ebenso das Vitamin Al 
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selbst zu bilden. Fiir das in unserer siebenten Mitteilung 
on a e 1 e ‘ty 44 ee , . rey 
priizisierte Problem der Bilanz der fettléslichen Vita- 
mine und Faktoren ist dieser neue Gesichtspunkt offenba: 


sehr wesentlich. 
T | : . ee — 1 1 ; me Za a0 7 ‘ 
In der vorhergehenden Arbeit wurde auch bereits erwiiant, 
a J oe ° . ryy? . 2 ge PES 

daB sich diese Fiahigkeit des Tierorganismus zur Bildung \ 
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' H. v. Euleru. Margareta Rydbom, Diese Zs. Bd. 155, S. 270 
*) H. v. Evleru. Margareta Rydbom, Diese Zs. Bd. 153, 5. 25 


3) Allerdings sehr oft in unzureichendem Grad. 
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Al und 1D aus zwei Gruppen von Vorgangen zusammensetzen 
wird, nimlich 

1. aus der Synthese des Sterin-artigen Grundstoffes (S G) bzw. 
seiner Umwandlung aus Angehorigen verwandter Kérperklassen, 

2. aus der die Aktivierung bedingenden chemischen Ver- 
inderungen des Grundstoffes (oder der Grundstoffe) SG, an 
welcher ultraviolette Strahlen wesentlich beteiligt sind. 

Was erstere Gruppe von Vorgiingen betrifit, so erhebt sich 
in Zusammenhang mit unserem Problem der Vitaminbilanz 
die Frage, welche Stoffe mit der Nahrung zugetiihrt werden 
miissen, um die Bildung des Stoffes SG zu erhéhen. Ausgangs- 
punkte geben dafiir die neueren Versuche mehrerer Forscher 
Beumer, Lehmann?), Channon?) u. a.) tiber die Cholesterin- 
synthese im Tierkérper, dagegen ist iiber die Chemie dieser 
Umwandlung — man hat hochgliedrige aliphatische Siuren 
als Ausgangsmaterial angenommen — und besonders iiber die 
mitwirkenden biochemischen Katalysatoren und demgemiB iiber 
eventuelle Ursachen der groBen individuellen Verschiedenheiten 
noch nicht niheres bekannt geworden. Nach den einstweilen 
noch unzureichenden Erfahrungen, welche wir in diesem Labo- 
ratorium gesammelt haben, kénnte vermutet werden, daB die- 
jenigen Tiere, bei welchen der Fettumsatz eine verhiltnis- 
maBig groBe Rolle spielt, auch ein hoéheres Bediirfnis nach 
Vitaminen A und Wachstumsfaktor 1D besitzen. 

Wir haben erwogen, ob die in der vorhergehenden Mit- 
teilung erwiihnte Tatsache, dab Muskelfleisch ungeniigende 
1D-Zufuhr erginzt etwa mit einer Férderung der 
ersten Phase der Vitaminbildung (bzw. Cholesterinbildung) 
in Beziehung gesetzt werden kann. Aus diesem Grund 
wurden die ersten Versuchsreihen angestellt, die aber zu keiner 
wesentlichen Erweiterung der friiheren Ergebnisse gefiihrt 
haben. Uber Adrenalin-Versuche wird spiter berichtet. 

Der zweite Abschnitt bezieht sich auf die bereits in der 8. Mit- 
teilung (s. S. 278) beriihrte Frage,ob Eingabe von Cholesterin 





1) Siehe auch Thannhauser, Zbt. f. allg. Pathol. u. pathol. Anat. 36, 
Ergbd. 
*) Channon, Biochem. Jl. Bd. 19, 8. 424 (1925). 
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das Bedtirfnis nach A- und 1D-Zufuhr vermindert und 
ob dann die Belichtung der Versuchstiere selbst in héherem 
Grade wirksam ist, ob also die Aktivierung des ein- 
gefiihrten (vielleicht selbst hemmenden) Cholesterins durch 
Belichtung auch innerhalb des TierkGérpers erfolgt. 

Im AuschluB hierzu kommen wir auf die in diesem Labo- 
ratorium friiher begonnenen Untersuchungen iiber den EKinfluf 
der Uberdosierung von A und 1D zuriick.") Dieselbe hat bei 
den untersuchten Individuen ein auferordentlich starkes Wachs- 
tum hervorgerufen, dem aber nach 6—12 Wochen ein starker 
Abfall des Zuwachses und des absoluten Gewichtes folgte. 
Wesentlich war, daB die durch Uberdosierung von Tran ein- 
tretenden Anomalien spiter und weniger stark zum Vorschein 
kamen, manchmal sogar iiberhaupt ausblieben, wenn die Zu- 
fuhr an C-Vitamin entsprechend erhéht wurde. Dies kam 
auch in den histologischen Ergebnissen, besonders an der 
Epiphysengrenze und Costochondralgrenze zum Ausdruck. 

Es war zu untersuchen, ob es sich bei den Folgen der 
Tran-Uberdosierung um die Wirkungen von A und 1D 
selbst handelt, oder um die Wirkungen des Sterin- 
srundstoffes S G?) oder schlieBlich um Einfliisse von an sich mit 
diesen Stoffen nicht zusammenhingenden Bestandteilen des Trans.*) 

Aus diesem Grund wurden einerseits Versuche angestellt, 
bei welchen Ratten nach Cholesterineingabe mit ultraviolettem 
Licht bestrahlt wurden. Andererseits wurden Uberdosierungen 
mit bestrahltem SteinnuBél und bestrahltem Sonnenblumendl vor- 
genommen. Wahrend etwa 8 Wochen wurde das Wachstum der 
Tiere verfolgt; bei der post mortem-Untersuchung wurde histolo- 
gischund durch Blutuntersuchung besonders auf die Anzeichen von 
Rachitis gepriift. Wie gleich hier hinsichtlich dieser post mortem- 
Untersuchungen erwihnt sei, so hat sich der EinfluB der ‘Tran- 
itberfiitterung auf die Fettanlagerung auf den Kuler und Widell’) 


1) Euler u. Widell, Diese Zs. Bd. 144, 8. 132 (1925). 

*) Cholesterin-Verfettung der Leberzellen, Knorpel (Schulz). 

°) Bemerkenswerte histologische Beobachtungen an verschiedenen 
Tieren nach Tran-Uberdosierung hat neuerdings Agduhr verdffentlicht. 
Acta pediatrica Bd. 5, S. 319 (1926). 
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friiher hingewiesen hatten, auch in den folgenden Versuchen in 
der Regel bestitigt"); dagegen war dieser EinfluB weniger auf- 
fallend als mit belichtetem Ol tiberdosiert wurde (vgl. S. 169), 


Versuche. 


An unserer Methodik haben wir seit den letzten drei 
Mitteilungen nichts wesentliches geandert. Wir verwenden 
die gleichen Rattenstimme (O. Sopp) und geben die gleiche 
Grundkost. 

Bei der Uberdosierung sorgen wir dafiir, daB durch Ver- 
minderung des Fettes in der Grundkost die Gesamt-Fettein- 
nahme nicht veriindert wird.?) Das C-Vitamin wird in Citronen- 
saft mit dem Wasser ad libitum gegeben, im iibrigen sind alle 
Nahrungseinnahmen, besonders die Zufuhr von B- Vitamin 
(Marmite) bekannt. (Den Zusatz von Marmite zur Grundkost 
haben wir gegen friiher verdoppelt.) 

Kleinere Zusatzdosen werden mit der Pipette quantitatiy 
eingegeben. 0 

Siimtliche Versuchstiere werden taglich gewogen. 

Diese genaue Kontrolle der Nahrungsaufnahme und des 
Kérpergewichtes ist zwar zeitraubend, aber unseres Erachtens 
nach unerliBlich, wenn man bei den durch individuelle 
Schwankungen an sich groBen Unsicherheiten ein einigermafen 
zuverlissiges Bild der Vorginge erhalten will. 

Die Bestrahlung der Ole geschah in flachen Quarzréhren 
von unten skizzierter, von Heraeus, Hanau ausgefiihrter Form, 
durch welche das Ol mit genau regulierbarer Geschwindigkeit 
im belichteten Gebiet strémt. Durch geeignete Anniherung 
an die Quecksilber-Quarzlampe kann der gewiinschte Grad 
der Belichtung erreicht werden. Fiir Flissigkeitsmengen bis 
zu etwa 1/, Liter per Tag hat sich diese Einrichtung sehr 
zweckmiiBig erwiesen. Besonders ist darauf zu achten, dab 


1) Ein scheinbarer Einflu8 von Zugaben von Muskelfleisch brachte 
uns auf die Vermutung, daB8 dieser EintiuB von A oder 1D auf den 
Fettansatz mit der Salzzufuhr zusammenhingt, und dies scheint sich in 
neueren Versuchen zu bestitigen. 

2) Euler u. Widell, Diese Zs. Bd. 144, S. 182 (1925). 
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Gummiligaturen, welche schnell vom Ol angegriffen werden, 
in jedem Teil dieses Apparates méglichst vermieden werden. 
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Fig. 1. 


Handelt es sich um die Bestrahlung gréBerer Olmengen, 
so verwenden wir ein Mantelrohr nach einem von der Quarz- 
lampengesellschaft ausgefiihrten zentrischen Modell. 


1. Erganzung der 1D-Zufuhr durch Muskelfleisch. 


In der vorhergehenden Mitteilung wurde gezeigt, daB durch 
0,5 g Muskelfleisch per Tag Trandosen, deren A- und 1 D-Ge- 
halt unter der mittleren erforderlichen Menge liegen, so er- 
cinzt werden, daB — je nach dem Vitamin-UnterschuB — 
deutliches oder sogar normales Wachstum wihrend 4 bis 
5 Wochen eintritt. Die Fortsetzung dieser Versuche hat ge- 
zeigt, daB dieses Wachstum in der Regel noch weitere 5 bis 
$S Wochen anhalt, dann aber — wenn kein Vitamin gegeben 
wird — zum Stehen kommt oder — bei ungeniigenden Vitamin- 
mengen jedenfalls wesentlich nachlaBt. 
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Fig. 2. Muskelfleisch mit und ohne Cholesterin. 


Die Erwartung, daB die Wirkung des Muskelfleisches durch 
gleichzeitige Cholesteringaben abgeschwiicht wird, hat sich nicht 
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bestiatigt. Dabei ist allerdings zu beriicksichtigen, daB gréBere 
Cholesteringaben an sich das Wachstum beeinflussen kénnen. 


2. Cholesterin-Eingabe an bestrahlte und unbestrahlte Ratten. 

Nach unseren friitheren Versuchen bestand die Méglich- 
keit, daB einerseits (nicht aktiviertes) Cholesterin an der 
Wachstumswirkung des Trans beteiligt ist, andererseits Neben- 
wirkungen veranlaBt, welche sich tiber die giinstigen Wirkungen 
der Stoffe A und 1D superponieren und sie mehr oder weniger 
weitgehend aufheben. Als mittlerer Cholesteringehalt des 
Dorschlebertrans wird 0,3°/, angegeben. 

Bei den gewohnlichen Trandosen, 0,2 mg, spielt demgemii! 
die Cholesterineinnahme kaum eine Rolle, sie wiirde weniger 
als 0,001 mg per Tag betragen. Ob hingegen bei unseren 
Uberdosiernngsversuchen, wo Ratten bis zu 1 cem Tran per 
Tag erhielten, die darin enthaltenen 3—5 mg in Betracht 
kommen, blieb immerhin zu priifen. 

Unsere Versuche zeigten dann, daB durch Umkrystallisieren 
gereinigtes Cholesterin (Schmelzp. 148°) allerdings an sich 
Wachstumsreize an A- und 1D-frei ernihrten Tieren her- 
vorrufen kann, aber erst in gréBeren Dosen, und da8 anderer- 
seits Zusiitze von 0,1 g Cholesterin zur Grundnahrung von jungen 
Ratten oft Monate lang vertragen werden, ohne da sich duBer- 
lich Anomalien bemerkbar machen. Uber etwaige histoiogische 
Veriinderungen sind Versuche, bei welchen uns Fri. Isabella 
Lovén unterstiitzt, noch nicht abgeschlossen. 
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Fig. 3. Einwirkung von Cholesterindosen auf bestrahlte und unbestrahite Ratten. 
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Die Ratten 414, 433 und 509 sind wihrend des Versuchs 
im durch Schirme sehr geschwichten diffusen Tageslicht ge- 
halten worden; die Ratten 420 und 420b wurden beim ge- 
wohnlichen Tageslicht des Rattenlaboratoriums aufgezogen und 
auBerdem tiglich 2 Minuten in 30 cm Abstand von der 
Quecksilberlampe bestrahlt. Aus den in Fig. 2 eingetragenen 
Versuchen wiirde man vielleicht auf eine kleine Verbesserung 
des Zuwachses durch die Bestrahlung schlieBen kénnen; in- 
dessen ist bis jetzt der Ausschlag gering. Trifft der eingangs 
erwihnte Gedankengang zu, so wiire zu vermuten, daB sich 
bei verschiedenen Tierarten je nach ihrem Lichtbediirfnis 
eine verschieden starke Fihigkeit zur A- und 1|D- 
Synthese zeigt und daB damit ihr sehr ungleicher Bedarf an 
A- und 1 D-Zufuhr in Zusammenhang steht. 

Die Ratten 420 und 509 sind histologisch untersucht 
worden; die Reproduktionen der Schnitte werden hier nicht 
mitgeteilt, um die Mitteilung nicht unnétig mit Abbildungen 
zu belasten; das Tier 420 erwies sich vollkommen frei von 
rachitischen Anzeichen, bei 509 zeigte die Epiphysengrenze 
zwar kein Optimum der Entwicklung, Andeutungen von rachi- 
tischen Anomalien waren aber héchstens ganz schwach; Mo- 
laren in beiden Fallen normal. 


3. Uberdosierung von belichtetem Arachisdl. 


Beschicken wir unseren 8. 167 beschriebenen Apparat mit 
Arachisél und stellen die beiden flachen Réhren im Abstand 
5 cm von der (Quecksilberlampe auf, so wird eine kriftige 
Aktivierung erzielt, wenn wir etwa 10 ccm in der Stunde aus- 
flieBen lassen. 

Von diesem Ol reichen 10 mg als tigliche 1 D-Dosis aus. 
Geben wir 1 ccm tiglich, so haben wir etwa die 80 fache 
Uberdosierung. Es schien uns nun von Interesse zu unter- 
suchen, wie sich Ratten gegen eine solche Uberdosierung ver- 
halten, besonders um dieses Ergebnis mit unseren friiheren 
iiber Tran-Uberdosierung zu vergleichen. 

Bei den bis jetzt angestellten Versuchen war der durch 
die Uberdosierung erreichte Zuwachs fast ebenso auffallend 
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wie der friher durch Tran-Uberfiitterung erzielte; bis jetzt 
wurde noch kein Riickgang des K6rpergewichtes mit Sicher- 
heit konstatiert; die Versuche werden fortgesetzt. 
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Fig.4. Uber-Dosierung mit bestrahltem Arachisdl. 


An Versuchstier ¢ wurde eine post mortem-Untersuchung 
vorgenommen. Auf die Befunde an inneren Organen kommen 
wir spiter zuriick. Hier sei durch die Figuren der Tafel II 
dargetan, daB nach der Uberdosierung mit dem belichteten O] 
jedenfalls Anomalien in den Odontoplasten und Epiphysen 
nicht vorhanden sind, wie dies besonders aus dem Schnitt 
Fig. 1 deutlich wird, welche einen der Fig. 2 entsprechenden 
Molarenschnitt (anormale Ratte 513d) darstellt. 

Fraulein Isabella Lovén, Krankenhaus Sabbatsberg, 
Stockholm (Prof. H. Bergstrand), welche uns durch Ausfiithrung | 
der histologischen Praparate unterstiitzt hat, sowie Fraulein | 
Signe Forsgren, welche in der histologischen Abteilung (Di- 
rektor Prof. Hiiggquist) des Karolinischen Institutes die Mikro- 
photographien hergestellt hat, sprechen wir auch an dieser 
Stelle unseren besten Dank aus. 

















Veraschung im Sauerstoffstrom zur Bestimmung 
der Mineralbestandteile physiologischer Objekte. 
Von 


J. Weber und W. Krane. 


Aus dem Physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitat Minster.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9%. Juni 1926.) 


Zur Bestimmung der Mineralbestandteile werden organische 
Produkte zunichst verascht. Zur Veraschung sind vorziiglich 
2 Methoden gebriiuchlich: die Veraschung auf nassem Wege 
mit ihren verschiedenen Modifikationen und die Veraschung auf 
trockenem Wege. Beide bieten in nicht zu seltenen Fillen 
manche Schwierigkeiten und enthalten Fehlerméglichkeiten, die 
nur bei stindiger Uberwachung der Veraschung und einiger 
Ubung vollig ausgeschaltet werden kénnen. Zudem erfordern 
sie bisweilen sehr lange Zeit, was sich bei der Ausfiihrung von 
Reihenbestimmungen oft sehr hindernd bemerkbar macht. 

Dem gegeniiber bietet die unten beschriebene Methode 
die Vorziige gréBerer Schnelligkeit, Sauberkeit und Kinfachheit 
und gestattet es, mehrere Veraschungen auf einmal durch- 
zufiihren. Sie ist entstanden aus unseren Versuchen, die iibliche 
Veraschung auf trockenem Wege zu vereinfachen und zu be- 
schleunigen, und bildet lediglich die Anwendung des zur or- 
ganischen EKlementaranalyse gebriuchlichen Verfahrens fir die 
Zwecke der Veraschung. 

Das Prinzip der Methode ist, daB gewogene Mengen der 
zu veraschenden Substanz in einem Porzellanschiffchen im Ver- 
brennungsrohr bei méglichst geringer Erwarmung im Sauerstoff- 
strom verascht werden. Nach Beendigung der Veraschung wird 





PE 
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das Schiffchen entnommen, sein Inhalt in Wasser oder Siiure 
gelést, worauf in aliquoten Teilen der Lisung die Mineralbestand- 
teile nach den gebraiuchlichen Mikromethoden bestimmt werden. 


Erforderliche Apparatur. 


Die Verbrennung kann in jedem beliebigen Verbrennungs- 
ofen ausgefiihrt werden. Wir benutzen fiir Kinzelverbrennungen 
ein Rohr von 25 cm Linge und der iiblichen Weite von 18 his 
20 mm Durchmesser. Das Rohr ist aus schwer schmelzbarem 
Glase und gegen einen umgebenden Mantel aus diinnem Kisen- 
blech durch eine Lage Asbestpapier isoliert. Der Mantel hat 
in seiner ganzen Linge einen Schlitz, durch den der Verlaut 
der Verbrennung beobachtet werden kann. Beiderseits ist das 
Rohr mit eingeschliffenen Glasstopfen versehen, durch die der 
Sauerstoff auf der einen Seite eintreten kann, auf der anderen 
Seite aber die Verbrennungsgase in eine vorgelegte Gaswasch- 
flasche austreten kénnen. Der Sauerstoff wird direkt aus 
einer Bombe entnommen und passiert vorher eine Gaswasch- 
flasche mit Schwefelsiiure, wihrend die Zufuhr durch ein Redu- 
zierventil nach Bedarf reguliert wird. Die Erwirmung des 
Rohres geschieht durch einen Teclubrenner mit Schnittaufsatz. 
Dieser Apparat hat den Vorzug, daB er sich unbedenklich i: 
wenigen Minuten auf die zur Veraschung notwendige Temperatur 
anheizen laBt und nach Beendigung der Verbrennung sehr 
schnell wieder abkihlt. 

Aber auch jeder beliebige andere Verbrennungsofen ist fiir 
die Veraschung zu gebrauchen. So benutzen wir fiir Reihen- 
bestimmungen den zur Liebigschen Elementaranalyse ge- 
briuchlichen Ofen, in den wir 8 Schiffichen mit verschiedenen 
Substanzen hintereinander in einer Verbrennung veraschen. 


Ausfiihrung der Veraschung. 


Vor Beginn der Verbrennung werden die zu veraschenden 
Substanzen eine Nacht im Trockenschrank bei Temperaturen 
bis 250° scharf getrocknet, was zweckmiBiger Weise auf einer 
Unterlage geschehen wird, die erkennen liBt, daB wihrend des 
Trocknens nichts von der Substanz aus dem Schifichen gefallen 
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ist. Erst danach werden die Schifichen in das Verbrennungs- 
rohr iiberfiihrt. Nachdem die Dichtigkeit der Verschliisse ge- 
priit, wird mit kleiner Flamme erhitzt und ein mibiger 
Sauerstofistrom eingeleitet. Sollten zuniichst gelbliche oder 
braune Dampfe entstehen oder teerartige Produkte in die Vor- 
lage tibergehen, so war die vorherige Trocknung ungeniigend. 
Das hat den Nachteil, da8 die Apparatur verunreinigt wird und 
die Verbrennung weniger iibersichtlich verliutt. Irgend einen 
KinfluB auf die Resultate hat eine solche Stérung nach unseren 
Erfahrungen aber niemals, 

Die gut vorgetrocknete Substanz beginnt im Sauerstofistrom 
schon bei miBiger Temperatur leicht zu glimmen und ver- 
brennt bei richtiger Leitung des Vorganges im Laute von etwa 
20 Minuten ganz ruhig, die zuriickbleibende Asche ist fein und 
cleichmibig und zeigt ein Aussehen wie Zigarrettenasche. 
UbermiBiges Erhitzen ist zu vermeiden und auch iiberfliiBig. 
Die Verbrennung nimmt im allgemeinen einen befriedigenden 
Verlauf, wenn der EKisenmantel eben beginnt in Rotglut iiber- 
zugehen. Bei solchem Verfahren wird vorhandenes NH,Cl fliichtig 
und in die Vorlage hinibergetrieben, nicht aber die Alkali- 
chloride. Zwar zeigt die Substanz beim Verbrennen ein der 
Rotglut, ja der Weisglut ahnliches Aussehen, doch ist das 
Schiffchen keineswegs in Glut und die Temperatur ist tatsichlich 
noch nicht hoch genug, um irgendwie nachweisbare Mengen 
Alkali zu verjagen. Das vorhandene K und erst recht das 
Na bleiben quantitativ im Schiffchen zuriick, wofiir der Nach- 
weis unten geliefert wird. 

Daher bleibt nach dem Abkiihlen lediglich iibrig, die am 
Schiffchen haftende Asche zu verarbeiten. Wenn man das Kk 
als Kobaltnitrit fillen will, kann man die Aschelésung ohne 
Weiterungen zur Bestimmung verwenden, da dieselbe keine 
Spur Ammoniak mehr enthilt. Die Asche ist fast immer sehr 
leicht léslich, die Riickstande so geringfiigig, daB oft nicht ein- 
mal eine Filtration erforderlich ist. Jedenfalls hat.man nie die 
Schwierigkeiten, die bei der iiblichen Veraschung auf trockenem 
Wege so hiiufig zeitraubende Extraktionen nétig machen. 
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Experimentelle Begrindung. 


Der Grund dafiir, daB eine derartige Veraschung bisher 
fiir physiologische Zwecke wohl kaum angewendet wird und 
die einschlagigen Handbiicher nur die sogenannte Veraschung 
auf trockenem Wege empfehlen, diirfte darin zu suchen sein, 
dai man bei der Verbrennung die Anwendung hoher Tempe- 
raturen vermeiden wollte, da man das Fliichtigwerden besonders 
von KCl befiirchtete und bei einer Veraschung der von uns 
angewendeten Art solche hohen Temperaturen fiir unvermeidbar 
hielt. Wir haben uns aber durch zahlreiche Analysen davon 
iiberzeugt, daB bei richtigem Arbeiten KCl tatsichlich nicht 
fliichtig wird, waihrend NH,Cl quantitativ das Verbrennungs- 
rohr verlaBt und in die Vorlage iibergeht oder sich im Ansatz- 
rohr schon vor Erreichung der Vorlage niederschligt. 

Zunichst haben wir uns in zahlreichen Fallen davon iiber- 
zeugt, daB nach der Verbrennung das Spiilwasser des Ver- 
brennungsrohres weder K noch Cl enthielt, wihrend im Spiil- 
wasser des Verbindungsrohres wie auch oft in der Vorlage 
selbst reichlich NH, und Cl zu finden war. Nach Abrauchen 
des Ammoniaks waren nie die geringsten Spuren von K nach- 
welsbar. 

Ferner priiften wir auf etwaige KCl-Verluste durch Ver- 
arbeitung von Gemengen bekannten KCl-Gehaltes, die wir uns 
herstellten. Der Einfachheit halber mischten wir dazu ge- 
wogene Mengen KCl mit chemisch reinem Kobhlenstoff, den wir 
durch Verbrennen von reinstem Benzol gewannen. Bei einer 
derartigen Beschaffenheit der Asche waren Verluste durch eine 
einfache Silbernitrattitration leicht feststellbar. In allen Fallen 
waren Verbrennungsrohr und Vorlage mit Verbindungsstiick 
absolut frei von K und von Cl und der Inhalt des Schiffchens 
gab nach Lésung in Wasser bei Titration mit Silbernitrat genau 
den der ausgewogenen Menge KCl entsprechenden Wert. 

Kinige Angaben gibt Tabelle I, in der unter A angegeben 
ist, wieviel Kubikzentimeter 0,05 n-Silbernitratlésung bei Ti- 
tration der zur Verbrennungsmasse zugesetzten Menge KC] ver- 
braucht wurden, wahrend unter B zu finden ist, wieviel Kubik- 
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centimeter nach Veraschung der Masse zur Titration der 
Aschenlésung gebraucht wurden. 


Tabelle I. 





Versuch A B 


Nr. ecm AgNO, | cem AgNO, 
i 10,15 10,25 

2 10,20 10,10 

3 12,70 12,79 

4 12,65 12,60 








Endlich verglichen wir die nach unserem Vorgehen ge- 
wonnenen Ergebnisse mit Parallelbestimmungen, die nach der 
iiblichen Veraschung auf trockenem Wege durchgefiihrt wurden, 
und fanden villige Ubereinstimmung. Ein Beispiel eines 
solchen Versuchs ist in Tabelle [1 wiedergegeben. 


Tabelle Il. 





a i - Na 

Veraschung : | 

lo "Fo 

ie iiblich auf troel Wege |} Orn. It 0,2 
7ie Ich ar rockene oe ; =VO0 
Wie Ubdlich aut trockenem Wege | 0,189 J 0,200 

a fj 0191 | 

im Sauerstoffstrom 1 0191 I 0,205 








Anwendbarkeit der Veraschung. 


Wir haben auf diese Weise zuniichst nur Faeces verascht, 
weiterhin aber auch bei zahlreichen Lebensmittelanalysen fiir 
Stoffwechselversuche die Verbrennung im Sauerstofistrom an- 
gewendet zur Bestimmung von Na, k, Ca, PO, und Cl. Wenn 
man auch den Cl-Gehalt einer Substanz bestimmen will, ver- 
wendet man ein moéglichst kleines Verbrennungsrohr, das man 
nach der Veraschung ausspiilt, und vereinigt das Spiilwasser 
mit dem Inhalt der Vorlage, um alles bei der Bestimmung mit 
zu beriicksichtigen. Wir verwenden zur Cl-Bestimmung den 
oben erwiihnten Ofen fiir Kinzelbestimmungen, dessen Rohr 
nicht gespilt zu werden braucht, da das fliichtig gewordene 
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NH,Cl das Rohr quantitativ verlaBt, und erzielen dadurch 
noch einen erheblichen Zeitgewinn. 

Auch Ké6rperfliissigkeiten lassen sich so veraschen. Wir 
haben z. B. Harn in einem Schiffchen getrocknet und verbrannt, 
das mit reinem RuB beschickt war, wobei man zur besseren 
Bindung des Gemenges zweckmiiBig einen Tropfen Athylalkoho! 
zusetzt. Die Resultate wurden auch hierbe: fiir Na und Kk 
iibereinstimmend gefunden mit Parallelbestimmungen nach der 
Neumannschen Veraschungsmethode. Bei der Veraschung von 
Fliissigkeiten muf man jedoch verhindern, daB beim Trocknen 
Verluste durch Spritzen oder durch Kriechen der Fliissigkeit 
iiber die Riinder des Schiffchens entstehen. Im allgemeinen 
geben wir jedoch bei Untersuchung von Koérperflissigkeiten der 
Veraschung auf nassem Wege den Vorzug. 

Wir méchten bei Jonenbestimmungen fiir physiologische 
Zwecke anstatt der iiblichen Veraschung auf trockenem Wege dic 
schnellere, einfachere und saubere Verbrennung im Sauerstoft- 
strom zur allgemeineren Anwendung empfehlen. 














Uber die Konstitution der Cheno-desoxy-cholsaure. III. 


Von 


A. Windaus und A. van Sehoor. 


(Aus dem Allgem. Chem. Universitatslaboratorium Géttingen.) 


(Der Redaktiou zugegangen am 14. Juni 1926.) 


Aus den bisherigen Untersuchungen?) geht hervor, dab 
die Cheno-desoxy-cholsiure (= Anthropo-desoxy-cholsiiure) eine 
Dioxy-cholansiure ist, deren eine Hydroxylgruppe am Kohlen- 
stoffatom 3 haftet, wihrend fiir die zweite Hydroxylgruppe die 
Stellungen 12, 13 oder vielleicht 6 in Betracht kommen. Die 
Stellung 3 fiir die erste Hydroxylgruppe haben Wieland und 
Jacobi?) dadurch bewiesen, daB sie die Anthropo-(cheno)-des- 
oxy-cholsiure in die schon bekannte Litho-cholsiiure (3-Oxy- 
cholansiiure) (I) ibergefithrt haben.*) 


1) Wieland, Reverey u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 140, 8. 186 (1924) 
u. Bd. 148, S. 232 (1925). Windaus, Bohne, Schwarzkopf u. van 
Schoor, Diese Zs. Bd. 140, 8. 177 (1924) u. Bd. 148, 8. 225 (1925). Der Um- 
stand, da dieselbe Siiure etwa gleichzeitig aus der Menschengalle und aus 
der Ginsegalle dargestellt worden ist, hat zu Doppelnamen fiir die Ver- 
bindung und ihre Derivate gefiihrt. In Wielands Arbeiten heiBen die 
Stoffe Anthro po-desoxy-cholsiure, Dehydro-anthropo-desoxy - chol- 
siure usw., in unseren Arbeiten dieselben Stoffe Cheno -desoxy -chol- 
siure, Dehydro-cheno-desoxy-cholsiure usw. 

*) Diese Zs. B. 148, S. 234 (1925). 

5) Die Reaktion gelingt nach der Reduktionsmethode von L. Wolff. 
Vermutlich wirkt die alkoholische Natriumithylatlésung auf das Mono- 
semicarbazon der Dehydrosiiure in der Weise ein, daB die >C: NNHCONH,- 
Gruppe in die Methylengruppe und die in Stellung 3 befindliche Carbony]- 
gruppe in die sekundire Alkoholgruppe iibergeht. — Fiir die bemerkens- 
werte hydrierende Wirkung einer alkoholischen Natriumithylatlésung 
‘Liebigs Ann. der Chem. Bd. 447, S. 238 (1926)] sei noch als Beispiel 
angefiihrt, daB unter diesen Bedingungen beide Carbonylgruppen der 
Biliansiure leicht zu sekundiren Alkoholgruppen werden. 
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Ha 
H,Cis CH— H,C CH— 
| | lot, bd COOH | | C,oH,9° COOH 
CH CH— CH CH— 
Pa al Pal 
H,C C——CH, HOOC C——CH, 
| | | | | 
HOHC3s CH : 7CH, HOOC CH CH, 
CH, CH, CH, CH, 
I. Litho-choilsiure. II. Litho-biliansiure. 


Mit dem Befunde von Wieland und Jacobi steht es in 
guter Ubereinstimmung, daB die Dehydro-cheno-(anthropo)-des- 
oxy-cholsiiure bei der Oxydation mit Kaliumpermanganat oder 
Chromsiiureanhydrid in eine Cheno-(anthropo)-desoxy- 
biliansiure verwandelt wird, die sich als Oxo-litho-bilian- 
siure erweist und sich zu der schon bekannten Litho-bilian- 
siiure (II) reduzieren 1aBt.") 

Die Stellung 12, 13 oder 6 fiir die zweite Hydroxylgrupye 
folet daraus, da die Cheno-(anthropo)-desoxy-cholsiure durch 
rauchende Salpetersiure zu einer Penta-carbonsiure, C,,H,,0,, 
(von Wieland Anthropo-choloidansaure genannt) oxydiert 
wird, die nach ihrem Verhalten als substituierte Malonsiiure 
aufzufassen ist; denn sie verliert beim Erhitzen Kohlendioxyd 
und liefert eine Tetracarbonsiure, C,,H,,0,.”) 

Fiir die Pentacarbonsiure kommen demnach nur zwei 
Formeln in Betracht, die Formel II], die sich von der 3,12- 
oder der 3,13-Dioxy-cholansiure ableitet und ein Derivat der 
_Litho-biliansiure darstellt und die Formel IV, die aus der 
3,6- oder 3,7-Dioxy-cholansiure*) hervorgehen kénnte und als 
Derivat der Iso-litho-biliansaure (V) erscheint. 

Wir haben nun die Formel III fiir die Pentacarbonsiiure 
dadurch sicher beweisen kénnen, daB wir diese Siiure auch 





1) Windaus, Bohne u. Schwarzkopf, Diese Zs. Bd. 140, 
S. 183 (1924). 

*) Wieland u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 148, 8. 235 (1925). 

*) Die Formel der 3,7-Dioxy-cholansiure kommt der gewéhnlichen 
Desoxy-cholsiiure zu und scheidet daher fiir die Cheno-(anthropo)-desoxy- 
cholsiiure aus. 
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COOH CH, 
ha Pi 
COOH CH— H,C CH— 
| | }c.Hh,-COOH | | C,,H,,- COOH 
CH CH— CH CH— 
allie, od Fi i 
HOOC C-——-CH, H,C C——CH, 
| | | | | 
HOOC CH CH, HOOC CH COOH 
Te Fie 
CH, CH, HOOC COOH 
IIT. IV. 
CH, 
sie ae 
H,C CH— 
| | C,,,H,,*» COOH 
CH CH— 


Ye il 
H.C —\CH, 
| ( | 
HOOC CH CH, 


ee tee 
HOOG 6H, 
V. 


durch Oxydation der Cheno-(anthropo)-desoxy - bilian- 
siure, die als Litho-biliansiurederivat erkannt ist, be- 
reitet haben. Hierdurch ist die Formel IV ausgeschlossen. 
Fiir die Tetracarbonsiure, C,,H,,O0,, die aus der Penta-carbon- 
siure durch Abspaltung von Kohlendioxyd entsteht, bleibt also 
nur die Formel VI iibrig: 
COOH 
he. 
COOH CH— 
| {c.H.,-Co0H 
H.C CH— 


al 
7 


| 
HOOC CH bu, 


Bie ale 
H.C CH, VI. 


Um zwischen der Stellung 12 oder 13 fir die zweite 
Hydroxylgruppe zu entscheiden, haben wir die Cheno- 
(anthropo)-desoxy-cholsiure seinerzeit der Hinwirkung 
von Natriumhypobromit unterworfen und haben dabei be- 
obachtet, daB der Vorgang formal ganz ebenso verliuft wie 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol, Chemie. CLVII. 13 


| . 
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bei der Cholsiure.’) So wie aus der Cholsiure, C,,H,,0,, 
durch die Oxydation mit Hypobromit die Biliobansiure, 
C,,H,,0,, entsteht, bildet sich aus der Cheno-(anthropo)-des- 
oxy-cholsiure, C,,H,,O,, bei der gleichen Behandlung die Des- 
oxy-biliobansdure, C,,H,.0,. Wieland und Fukel- 
man?) sind der Ansicht, da8 bei der Bildung der Bilioban- 
siure der Angriff des Oxydationsmittels am Kohlenstoffatom 13, 
das in der Cholsiure eine Hydroxylgruppe tragen soll, einsetze 
und haben den Vorgang folgendermaBen formuliert: 


CH, CH, 
HOHC13 CH— COOH CH— 
| | | C,thy-COOH | C,,H,,* COOH 
CH CH— CO CH} 
Ye dl “i Pit ol 
H.C C———CH, H,C C——CH, 
| | | | | 
HOHE CH CHOH OC CH CO 
a ee dle el 
CH, CH, CH, CH, 
Cholsiure (?) Biliobansiure (?) 


Wir haben den analogen Vorgang bei der Cheno-(anthropo)- 
desoxy-cholsiiure in der entsprechenden Weise wiedergegeben: 


CH, tg 
i Ps 
HOHC CH— COOH CH-—- | 
| C,,H,,-> COOH C,,H,,*» COOH 
CH CH— ae 
Fe ae 
H,C C——CH, HO Cc. —— te 
| | | | | 
HOHC CH CH, a ile 
ba ll ae 
GH, Oi, GH, OH, 
Cheno-(anthropo)-desoxy-cholsiure (?) Desoxy-biliobansiiure (?) 


Wir haben aber unsere schweren Bedenken gegen diese 
Formulierungen hervorgehoben und betont, da das Verhalten 
der Biliobansiiure und der Desoxy-biliobansiure mit den ihnen 
erteilten Strukturformeln in schlechter Ubereinstimmung steht. 
Bei der weiteren Beschiftigung mit der Desoxy-biliobansiiure 





1) Diese Zs. Bd. 148, S. 230 (1925). 
®) Diese Zs, Bd. 130, S. 144 (1923). 
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sind wir immer mehr zu der Uberzeugung gekommen, daB die 
oben wiedergegebene Strukturformel falsch sein miisse. Sie 
steht in scharfem Widerspruch mit der ‘T'atsache, daB die 
Desoxy-biliobansiure mit Hydroxylamin nicht reagiert, daB sie 
nach dem Clemmensenschen Verfahren nicht reduziert wird, 
daB sie sich nicht hydrieren li&t und gegen Oxydationsmittel 
sehr widerstandsfihig ist. 

Ks ist uns schlieBlich gelungen, die Sachlage dadurch voll- 
stiindig zu kliiren, da& wir die Desoxy-biliobansiure, die eine 
zweibasische Siiure, C,,H,,O0,, darstellt, mit Kaliumhydroxyd 
zu einer Oxy-tricarbonsiure, C,,H..O,, aufgespalten haben, die 
sich als Dihydroderivat der Cheno -(anthropo)-desoxy- biliansiure 
erwiesen hat. Diese Oxy-tricarbonsiure geht sehr leicht in 
das entsprechende Lacton iiber, das sich als identisch mit der 
Desoxy-biliobansiure erweist. Die Desoxy-biliobansiure ist also 
wie die Cheno-(anthropo)-desoxy-biliansiure durch Offnung 
des Ringes I entstanden, sie selbst ist keine Diketo-dicarbon- 
siure, sondern das Lacton einer Oxy-tricarbonsiure. 





CHOH CHOH 
Pie ee 
H,C CH— H,C CH— 
| | C,,H,,- COOH | | C,,.H,,» COOH 
CH CH— CH CH— 
> ie. ail a Fi il 
H,C CU-———CH, HOOC ¢-———Gii, 
| | | | | 
HOHC CH CH, HOOC CH CH, 
ie a Saal 
CH, CH, H,C CH, 
Cheno-(anthropo)-desoxy-cholsiure VII. Oxy-tricarbonsiiure VIII. 
CH CO 
H,C O CH— H,C CH— 
ee, sts C,,H,,-COOH | | | c,th,-COoH 
CH—CO CH— CH CH— 
“~ ie ll 
— HOOG CH, 
| | 
HOOC bi bu, HOOC CH CH, 
H, OH, CH, CH, 


Desoxy-biliobansiiure LX. 


Cheno-(anthropo)-desoxy-bilianséiure X. 


13° 
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Auf Grund dieser Befunde scheint es uns ausgeschlossen, 
daB die Hydroxylgruppe der Cheno-(anthropo)-desoxy-cholsiure 
an C,, in #-Stellung zur Carboxylgruppe haftet, wir halten 
vielmehr die y-Stellung an C,, fiir erwiesen. Die Cheno- 
(anthropo)-desoxy-cholsiure ist also eine 3, 12-Dioxy-cholansiure. 
Die Formel einer 3,13-Dioxy-cholansaure fiir unsere 
Saiure ist inzwischen auch dadurch widerlegt worden, 
daB wir die Hyo-desoxy-cholsiure mit Sicherheit 
als 3,13-Dioxy-cholansiure erkannt haben.?) 

Auf die nahe liegenden Folgerungen, die sich aus unseren 
Untersuchungen fiir die Konstitution der Cholsiure und der 
Biliobansiure ergeben, wollen wir nur kurz hinweisen, ohne 
durch eigene Versuche in ein fremdes Arbeitsgebiet einzugreifen. 


Beschreibung der Versuche. 
Cheno-(anthropo)-desoxy-biliansaure, C,,H,,0,. (X.) 

Zur Darstellung dieser Siiure ist die friiher beschriebene 
Oxydation mit Chromsiureanhydrid wenig geeignet. Weit 
bessere Ausbeuten erhalt man, wenn man eine sehr verdiinnte 
Liésung der Dehydro-cheno-(anthropo)-desoxy-cholsiure mit 
Kaliumpermanganat behandelt: 2 g der Diketosiiure vom 
Schmelzp. 153° werden in 400 ccm n/20-Natronlauge gelist; 
zu dieser auf 0° abgekiihlten Lésung fiigt man tropfenweise 
200 ccm einer 1°/,igen Kaliumpermanganatlésung und lit das 
Ganze 36 Stunden bei 0° stehen; dann versetzt man mit 
Schwefeldioxyd und Schwefelsiiure und schiittelt das Oxydations- 
produkt mit Ather aus; die itherische Lésung wird mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und auf ein kleines Volum eingeengt; 
allmihlich scheidet sich dann eine reichliche Menge (60°/,) an 
Cheno -(anthropo)-desoxy-biliansiure ab, die nach dem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol bei 230° schmilzt und 
sich mit der friiher erhaltenen Saure als identisch erweist. 


Cheno-(anthropo)-choloidansaure, C,,H.,0,,.  (II1.) 


0,2 ¢ Cheno-(anthropo)-desoxy-biliansiure werden vorsichtig 
in 0,5 ccm rauchender Salpetersiiure (1,50) eingetragen; die 


') Liebig, Ann. der Chem. Bd. 447, 8. 233 (1926). 





| 
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zgunachst auf 15° gehaltene Temperatur der Lésung wird all- 
miahlich auf 40° gesteigert; nach etwa 3 Stunden hat sich ein 
dicker Krystallbrei abgeschieden, der nach dem Filtrieren zu- 
nichst aus Kisessig und dann aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert wird. Dabei steigt der Schmelzpunkt auf 225°. 
(Wieland und Jacobi geben 212—213° an.) 


7,320 mg Substanz verbrauchten 0,744 cem n/10-Lauge. 


eh i 
CMa One Aquivalentgewicht - Ber. 97 Gef. 98 


Beim Erhitzen der Pentacarbonsiure auf 230° liefert sie 
die 'Tetracarbonsiiure vom Schmelzp. 219° (VJ). 


Hydrierung der Cheno-(anthropo)-desoxy-biliansaure. 


0,5 g Cheno-(anthropo)-desoxy-biliansiure werden in 25 ccm 
Kisessig gelést, die Lésung wird mit 0,5 g Platinmoor und 
Wasserstoff geschiittelt, bis 1 Mol. Wasserstoff aufgenommen 
ist; die in der iiblichen Weise weiter verarbeitete Lésung liefert 
auf Zusatz von Wasser das Hydrierungsprodukt, das aus Aceton 
umkrystallisiert wird. Es bildet glinzende Blattchen, die bei 
250° schmelzen und mit der Desoxy-biliobansiure keine Schmelz- 
punktserniedrigung geben. 

2,766 mg Substanz gaben 6,935 mg CO,, 2,040 mg H,O. 

CHO Ber. C 68,58°/, H 8,57 °, 
Gef. ,, 68,41 y 8,25 

0,1103 g Substanz verbrauchten in der Kalte 5,16 cem n/10-Lauge. 

C,,H3,0, Aquivalentgewicht = Ber. 210 Gef. 214 

0,1327 g Substanz verbrauchten bei 78° 9,94 ccm n/10-Lauge. 


ea 420 
C,,H5,0, Aquivalentgewicht — Ber. 140 Gef. 134 


Der Dimethylester, mittels Diazomethan dargestellt, 
krystallisiert aus verdiinntem Methylalkohol in langen Nadeln 
vom Schmelzp. 105°; mit dem Dimethylester der Desoxy- 
biliobansiure gibt er keine Schmelzpunktserniedrigung. 


3,554 mg Substanz gaben 3,75 mg Agu. 

2,824 mg - » 1,170 mg CO,, 2,342 mg H,0. 

C,,.H,,.0, Ber. C 69,64°/, H 8,93°/, OCH, 13,84°/, 
Gef. ,, 69,27 » 9,28 13,94 
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Aufspaltung der Desoxy-biliobansaure. 

2 g Desoxy-biliobansiure vom Schmelzp. 253° werden 
in 10 ccm 15°/iger Kalilauge gelést. Nach 48 Stunden wird 
die Lésung mit Essigsiure angesiiuert, die ausgeflockte Siure 
wird in Ather gelist und mit Petrolither wieder ausgefillt. 

2,796 mg Substanz gaben 6,705 mg CO,, 2,282 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 65,75°/, H 8,68°/, 
Gef. ,, 65,42 , 9,13 
Titration: 0,0907 g Substanz verbrauchten 6,17 ccm n/ 10- 
Natronlauge. 


8,482 mg Substanz verbrauchten 0,59 cem n/10-Kalilauge. 
Aquivalentgewicht C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. 146 Gef. 147, 144. 


Beim Erhitzen im Schmelzpunktsréhrchen geht die Oxy- 
tricarbonsiure unter Wasserabspaltung in ihr Lacton tiber und 
schmilzt dann bei 251°. Gibt man zu der itherischen Lésung 
der Oxy-tricarbonsiiure ein wenig konzentrierte Salzsiure, fallt 
die in Ather unlésliche Lacton-dicarbonsiure, die Desoxy- 
biliobansaure, alsbald aus. 





Anhang. 


Sehr bemerkenswert ist es, daB wir die von Wieland 
und Jacobi dargestellte Tetracarbonsaure (VI) aus einem 
ganz anderen Ausgangsmaterial, und zwar aus der Hyo-des- 
oxy-cholsiure erhalten haben. Der Verlauf der Reaktion 
ergibt sich aus den Formeln XI—XIV und VI.) 

0,4 g Keto-dicarbonsiure (XIV) werden unter Kihlung 
in 1 ccm rauchende Salpetersiure (1,5) eingetragen; die Lésung 
wird eine Stunde auf 15° und dann 3 Stunden auf 40° gehalten. 
Das mit Wasser ausgefillte Reaktionsprodukt wird aus Kis- 
essig umkrystallisiert und so in Krystallen vom Schmelzp. 219° 
erhalten, die sich bei einem Vergleich als identisch mit der 
aus Cheno-(anthropo)-choloidansiure bereiteten Tetracarbon- 
siure (VI) erweisen. 





‘) Vgl. dazu Liebigs Ann. der Chem. Bd. 447, 8, 243 (1926), 
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CH, CH, 
Ps Pe 
HOHC CH—| HOHC CH—) 
| | -C,,H,,- COOH | | C,H, .* COOH 
CH CH-| °- cu CH-| 
Fe dl > Oe 
H,C C CH, HOOC C CH, 
| | | | | 
HOHC CH CH, HOOC CH CH, 
ellie ol ae ae 
CH, CH, CH, CH, 
Hyo-desoxy-cholsiure XI. 3-Oxy-litho-biliansaiure XII. 
CH, CH, 
eo H- o¢ cH- 
| | } Hs: COOH | | } CH»: COOH 
CH CH- CH, CH— 
~ Nie Pd > a 
HOOC C-——-CH, C CH, 
| | | | 
HOOC CH CH, HOOC CH CH, 
© i ie Pa Se 
CH, CH, CH, CH, 
13-Oxo-litho-biliansiure XIII. Keto-dicarbonsiiure, C,,H,,0, XIV. 
COOH 
i. 
HOOC CH— 
| | } Hy-COOH 
H,C CH-— 
» . 
C -CH, 
| | 
HOOC CH CH, 
a lie ed 
CH, CH, 


Tetracarbonsiiure VI. 


Die J. D. Riedel Aktiengesellschaft, besonders Herr 
Direktor Dr. F. Boedecker, hat uns wieder reichlich Aus- 
gangsmaterial fiir diese Untersuchung zur Verfiigung gestellt. 
Wir sprechen der Firma fiir das groBe Entgegenkommen und 
ihre wertvolle Hilfe unsern verbindlichen Dank aus. 





Uber die Cofermentnatur des Insulins. 


Von 


Theodor Brugsch und Hans Horsters. 


(Aus dem Laboratorium der II, med. Klinik der Charité.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1926.) 


Bereits in der ersten Mitteilung') unserer Studien iiber 
intermediiren Kohlenhydratumsatz und Insulin waren wir zu 
dem Schlusse gelangt, daB die Insulinwirkung in ihrer Kontra- 
stellung zum Diabetes mellitus die Aktivierung eines oxydativ- 
synthetischen Glykogenbildungsprozesses darstellt. Im Verlaufe 
unserer weiteren Untersuchungen (8. Mitteilung’) gelang uns 
der experimentelle Nachweis, daB das Insulin im wirksamen 
Prinzip eine Kinase ist, die eine Phosphatese eines Zucker- 
phosphorsiureesters aktiviert. Dieser Zuckerphosphorsiureester 
— den Embden und seine Mitarbeiter Lactacidogen genannt 
haben — wurde von uns entsprechend den Embdenschen 
Befunden zunachst noch als identisch mit dem Hexosediphos- 
phorsiureester der Hefegirung angesehen, doch haben uns sehr 
bald unsere weiteren Erfahrungen gezeigt, daB der Zucker- 
phosphorséureester bei der Hefegirung und im inter- 
mediaren Kohlenhydratstoffwechsel nicht identisch 
sein kann. Kin erster indirekter Beweis lag schon darin, dab 
nach y. Fiirth Insulin ausgewaschene, d. h. cotermentfreie 
Hefe nicht aktiviert, ein Befund, dem wir uns anschlieBen 
konnten, Wir schlossen deshalb, daB das Insulin nicht 
identisch mit der Hefekinase sei.*) Diese Befunde sind 





1) Biochem. Zs. Bd. 147, S. 150 (1924). 
2) Biochem. Zs. Bd. 158, S. 144 (1925). 


’) Brugsch und Horsters, ,,Das Insulinproblem‘, Klin. Woch. 
Bd. 4, Nr. 10 (1925). 
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dann durch v. Kuler und Myrbick!) bestitigt worden. Wenn 
die Autoren spiter zu dem Schlusse kommen: ,,Unsere Er- 
gebnisse beweisen, dab eine allgemeine Krsetzbarkeit 
der Co-Zymase durch Pankreasinsulin ausgeschlossen 
ist“, so ist das dieselbe Ansicht; dann heiBt es aber weiter: 

Ua insulinfreie (—) Co-Zymase als spezifischer Aktivator 
der Phosphatese von uns festgelegt ist, sind unsere Ergebnisse 
mit dem Satz von Brugsch und Horsters, 

»,4aB sowohl in vivo wie in vitro das Insulin das thermostabile 
Co-Enzym der Phosphatese ist, d. h. der Aktivator oder die Kinase der 
thermolabilen Phosphatese“ “ 
nicht vereinbar. Das Co-Knzym der Phosphatese ist die 
Co-Zymase.“ 

Gegen den letzteren Satz miissen wir aber ecinen Kin- 
spruch erheben, der nur der Insulinforschung im besonderen 
und der biologischen Kohlehydratforschung im allgemeinen zu- 
gute kommen kann. Die Anerkenntnis, daB es nur ein Co- 
Knzym der Phosphatese gibt, nimlich die Co-Zymase, setzt 
voraus, daB es nur eine Phosphatese gibt, nimlich die der 
Hefegirung. Nun kénnte man ja den EKinwand machen, dab 
die Bezeichnung Phosphatese nur fiir das synthetische Prinzip 
der Hefegirung Giiltigkeit haben diirfte, weil der den Namen 
gebende Autor diesen Ausdruck dafiir reserviert hat. A. Harden, 
der Entdecker, spricht aber nur von ,,Co-Enzym der alkoho- 
lischen Girung“, die mit der Girungsspaltung beginnt und der 
Phosphorylierung endet. Die Bezeichnung Phosphatese deckt 
also nur den letzten Teil des Girungsvorganges. Der Ausdruck 
Phosphatese stammt von Euler und Kullberg?), die mit ihm 
den VeresterungsprozeB zwischen Glucose und Fructose sowie 
Rohrzucker einerseits, und Phosphat andererseits durch das 
Hefenenzym oder Aspergillus charakterisieren wollten, wobei 
sie die Annahme machten, da zwei Enzyme beteiligt seien: 
a) ,ein Enzym, welches die Glucose oder Fructose in das Ester- 
bildende Kohlenhydrat umwandelt, b) ein Enzym, die eigent- 





') v. Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 150, 8. 1 (1925). 
?) Diese Zs. Bd. 74, 8.15 (1911). 


| , 








188 Theodor Brugsech und Hans Horsters. 


liche Phosphatese, welches aus letzterem und Phosphationen 
die Phosphorsiureester aufbaut.“ Da die Autoren bei der 
Namensgebung des Enzyms Phosphatese, das doch in seiner 
Wirkung auf die Bildung eines Hexosephosphorsiureesters 
hinauslauft, sich nicht ausdriicklich auf einen — iibrigens gar 
nicht von den Autoren damals chemisch definierten — Hexose- 
phosphorsiaureester festgelegt haben, so ist mit der Ausdrucks- 
weise Phosphatese logischerweise im Sinne der namengeben- 
den Autoren nur ein Enzym zu verstehen, das ein Kohlen- 
hydrat mit Phosphation verestert. v. Kuler und seine Mit- 
arbeiter scheinen an einen iiberall in der Biologie identischen 
Hexosephosphorsaureester zu glauben. Jedenfalls laBt folgen- 
der Passus in der oben zitierten Arbeit von v. Kuler und 
Myrback diese Deutung zu: ,,durch die wichtige Entdeckung 
von Kmbden und Laquer wurde dann bald darauf ver- 
wiesen, daB im Muskel als Vorliufer der Milchsiure ein 
Stoff, Lactacidogen, auftritt, dessen Identitit mit dem Zymo- 
phosphat der Giarung nunmehr sicher steht (Embden und 
Mitarbeiter). 

Diese Annahme hat sich aber nach unseren Untersuchungen, 
deren Ergebnisse in der Biechem. Zs. niedergelegt sind (zur- 
zeit im Druck), als irrig erwiesen. Das Hexosephosphat der 
Hefegirung ist nicht identisch mit dem Hexosephos- 
phat des Muskels. 


Zum Beweise dessen fiihren wir folgende Tatsachen an: wiihrend 
das Hexosediphosphat der Hefegiirung eine schwache Rechtsdrehung 
(+ 3,2°) aufweist, zeigt das Hexosediphosphat des Muskels eine starke 
Linksdrehung (das Na-Salz dreht etwa — 30°). Dieses gibt auch kein 
Phenylhydrazinsalz bzw. kein Osazon, wenigstens nicht ungespalten. 
Das linksdrehende Hexosediphosphat ist in eine rechtsdrehende Verbin- 
dung dureh Sauren aufspaltbar. DaB dieses Spaltprodukt (Hexosemono- 
phosphorsiure) identisch mit der Robisonschen Hexosemonophosphor- 
siure ist, wiire immerhin denkbar, ist jedoch noch keineswegs bewiesen. 
Da8 das linksdrehende Muskelhexosephosphat keine Verbindung mit 
Phenylhydrazin eingeht, ist wohl nur dahin ausdeutbar, daB die Aldehyd- 
bzw. Ketogruppe durch die Phosphorsiurebindung verdeckt ist. 


Da das Hexosephosphat der Hefegiruug in seinen beiden 
Formen, dem Hexosediphosphat und -monophosphat geniigend 
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scharf charakterisiert ist, andererseits das Hexosephosphat des 
Muskels als nicht identisch mit diesem angesprochen werden kann, 
so ist das synthetische Prinzip, das bei der Girung wie im 
Kohlenhydratumbau des Tierkérpers zu verschiedenen Zucker- 
phosphorsiiureestern fiihrt, auch nicht als identisch zu bezeichnen. 
Das hei&t aber nur: die Phosphatese der Hefegarung und die 
Phosphatese der Muskulatur (beim Warmbliiter!) sind verschieden. 


Wir!) haben deshalb vorgeschlagen, in Analogie zur Be- 
zeichnung des Zuckerphosphorsiureesters der Hefegiirung, der 
als Zymophosphat (Zymodiphosphat, Zymomonophosphat) be- 
zeichnet wird, den Zuckerphosphorsiiureester des Muskels (und 
der Leber und anderer Organe im ‘lierkérper) als Myophos- 
phat zu bezeichnen, ferner die entsprechenden Phosphatesen 
als Zymophosphatese und Myophosphatese, 

Nach allen Untersuchungen ist nun das Co-Enzym der 
Zymophosphatese nicht identisch mit dem Co-Enzym der Myo- 
phosphatese; letzteres ist das Insulin. Man kénnte auch sagen 
Co-Zymase und Insulin sind nicht identisch und das ist ver- 
stiindlich, weil die Zymophosphatese und die Myophosphatese 
nicht identisch sind. 


Bei dieser Gelegenheit darf die Vermutung ausgesprochen 
werden, daB bei der Milchsiuregiirung mit Bact. casei « (Vir- 
tanen) moglicherweise der Hexosephosphorsiiureester auch nicht 
identisch mit dem Zymophosphat ist, sondern dem Myophos- 
phat gleich ist oder naher steht; stehen wir doch erst am 
Anfange unserer Kenntnisse iiber die Zuckerphosphorsiure- 
ester! 


Nun sagten neuerdings E. Jorpes, v. Kuler und Nils- 
son’), da’ wir die Auffassung von Virtanen teilten, ,,[nsulin 
ist als Co-Zymase des Blutes zu betrachten“. Eine solche 
Auffassung lehnen wir glatt ab; Insulin ist keine Co- 
Zymase! Andererseits lehnen wir auch ab, den Vorgang der 
Insulinauswirkung in das Blut zu verlegen; dieser Vorgang 
spielt sich in den Geweben ab. 





') Mediz. Klinik Nr. 3 (1926). 
2) Diese Zs. Bd. 155, S. 137 (1926). 
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Weiter sagen die Autoren: 


Da in der Enzymchemie bereits ein Stadium crreicht ist, in welchem 
fiir die einzelnen Komponenten eines Enzymsystems exakte Definitionen 
gefordert werden, so erscheint es wiinschenswert, daBb man sich auch 
in anderen Gebieten, welche mit den gleichen Stoffen arbeiten, dieser 
Forderung anseblieBt. Der Satz von Brugsch und Horsters, ,,,,daf 
sowohl in vivo wie in vitro das Insulin das thermostabile Co-Enzym 
der Phosphatese ist, d. h. der Aktivator oder die Kinase der thermo- 
labilen Phosphatese““, erregt auch in Hinsicht auf eine konsequente 
Nomenklatur Bedenken,“ 

Soweit die Autoren das Recht ableiten zu kénnen glauben, 
nur fiir die Zymophosphatese den Ausdruck Phosphatese reser- 
vieren zu diirfen, wird man konsequenterweise nach unseren 
obigen Auseinandersctzungen nicht zustimmen kénnen, eine 
andere Frage ist allerdings die, ob der Ausdruck Phosphatese, 
oder in specie im tierischen Kérper, Myophosphatese den enzy- 
matischen Vorgang vollig beschreibt. Nach unseren Unter- 
suchungen vollzieht sich die Hexosephosphatbildung im tieri- 
schen Organismus so, dai beispielsweise 1m Muskel aus a—f- 
Glucose, auch anoxybiotisch eine Umlagerung und Bindung 
durch Phosphorsiiure erfolgt. Es 1iBt sich dabei ein Parallelis- 
mus im Drehungsabfall wie in dem Verschwinden von anorga- 
nischem Phosphat feststellen. Weiter laBt sich zeigen, dab 
der ausgewaschene Muskel diese Fiahigkeit verliert und dab 
Insulin diese wieder ersetzt. Nun kann man daraus den 
SchluB ziehen, wie es schon Euler getan hat, daB die Phos- 
phatese zwei Enzymwirkungen in sich schlieBe, erstens die 
Verwandlung der e—f-Glucose in eine andere Hexose und 
zweitens die eigentliche Phosphatese, d. h. die Bindung an die 
Phosphorsiure. Den ersteren enzymatischen Vorgang kann 
man auch durch die Bezeichnung Isomerase charakterisieren. 
Bedeutungsvoll in dieser Hinsicht ist es nun, daB die Arbeiten 
Lundsgaards nachzuweisen suchen, daB Insulin in der Tat 
den Drehungswert der a—f§-Glucoselésung am Muskel gegen- 
iiber den Reduktionswert herabsetzt, was sich auf die Bildung 
einer y-Hexose ausdeuten lieBe. Wir selbst neigen heute der 
Auffassung zu, daB wahrscheinlich ein solcher Vorgang statt 
hat, nur daB die y-Hexose als nicht stabile Verbindung sofort 
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an das Phosphat gebunden wird. Das kommt aber wieder auf 

die ,,Phosphatese* hinaus. Die Hypothese der intermediiren 

y-Glucosebildung wiirde uns das Verstiindnis fiir die Bedeutung 

des Myophosphat wesentlich erleichtern. Da der Muskel a—/- 

Glucose nicht glykolytisch zerlegt, sondern nur Glykogen bzw. 

Myophosphat (= Lactacidogen), so ist das Schema sehr einfach: 
a-6-Glucose 


Myophosphatese, | 


> - 2 ~ « 
Coferment = Insulin { 7 Glucose + Phosphat 


| 
Myophosphat 


Glykogen (= Komplex von Trihexosan aus 
3 y-Glucosen) 
Milchsiiure. 


Wir tragen daher kein Bedenken, auch den Begriff der 
Isomerase mit in die Phosphatese des Muskels einzubeziehen 
in Analogie zu der vy. Kulerschen Nomenklatur. 

DaB wir das Hexosephosphat des Warmbliiters Myophos- 
phat zu nennen vorschlagen, hat seinen berechtigten Grund. 
Die groBen Verdienste Embdens und seiner Mitarbeiter be- 
stehen darin, daB er es im Muskel entdeckt und seine Priipa- 
ration gefordert hat; er hat es Lactacidogen genannt. Da es 
den Charakter eines Hexosephosphats besitzt, so liegt es niiher, 
dieses als Myohexosephosphat zu bezeichnen; damit ist — in 
Anlehnung an Kuler — auch die Moéglichkeit der Charakte- 
risierung des synthetischen Prinzips als Myophosphatese ge- 
geben. Es kommt das Myophosphat aber auch in der Leber 
und Niere, wie wohl iiberhaupt in allen glykogenbildenden 
tierischen Organen, Geweben und Zellen vor. Wir sehen ganz 
allgemein den Sinn der Hexosephosphatbildung im tierischen 
Organismus in der Glykogenbildungstendenz. Wie weit eine 
solche Analogie auf niedere Lebewesen, wie Hefen und Bak- 
terien méglich ist, lassen wir natiirlich dahingestellt. ') 


1) Uber die Identitiit von sog. Muskeleoferment (das nicht mit 
Insulin identisch ist) und Co-Zymase, ferner iiber blutzuckerherabsetzende 
Wirkung, d. h. iiber insulinartige Kérper in der Hefe, werden wir in 
einer der niichsten Mitteilungen berichten, in der auch die Frage der 
Pflanzeninsuline zur Darstellung kommt. 


| 
| 
: 
1 
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Uber Peroxydase. 
I, Mitteilung. 


Allgemeines und Untersuchungsmethodik. 
Von 
H. W. Bansi und H. Ueko. 
Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus der I, med. Universitétsklinik, Berlin. Direktor: Geh, Rat His.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1926.) 


Ks diirfte heutzutage als allgemein giiltige Tatsache an- 
erkannt sein, daB sich in den lebenden Zellen von Tieren und 
Pflanzen oxydierende Fermente in groBer Verbreitung finden. 
Kinerseits ist die physiologische Bedeutung dieser Fermente 
infolge unserer noch verhaltnismaBig geringen Kenntnis auf 
diesem Gebiete umstritten. Anderseits wird die Klirung der 
an und fiir sich schon auB8erordentlich komplizierten Oxy- 
dationsvorgiinge im lebenden Gewebe noch dadurch erschwert, 
daB gerade in dem Kapitel der oxydierenden Fermente eine 
Reihe sich zum Teil widersprechender Theorien entstanden 
sind, deren Gebiude an Kompliziertheit ebenfalls nichts zu 
wiinschen iibrig lassen. Es erscheint zweckméBig, auf diese 
Vorgiinge und die dariiber herrschenden Anschauungen in aller 


Kiirze einzugehen. 
IL. 


Man hat versucht, den Oxydationsvorgang bei Einwirkung von 
Fermenten mit den spontan eintretenden langsamen Oxydationen in 
Parallele zu setzen, wie sie aus der reinen Chemie bekannt sind. Dabei 
werden zwei Oxydationsformen unterschieden, je nachdem, ob der dazu 
notwendige Sauerstoff der Luft oder dem Wassermolekiil entstammt. 
Die Substanzen, die diese Vorginge katalysieren, werden als Oxydasen 
bezeichnet. Je nach der Herkunft des Sauerstoffs spricht man von 
Aerooxydasen oder von Hydroxydasen (= Oxydoredukasen). Nach An- 
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nahme der Mehrzahl der Autoren besteht das Wesen der Oxydation 
darin, daB auf irgendeine Weise der molekulare Sauerstoff, d. h. der 
Sauerstoff, der entweder als O,-Molekiil vorhanden oder mit anderen 
Elementen zu einem Molekiil gebunden ist, aus dieser meist inaktiven 
Form in einen reaktionsfihigen Zustand iibergefiihrt wird. 

Uber das Zustandekommen dieser Umwandlung des Sauerstoffs 
sind im Laufe der Zeit eine gro8e Reihe von verschiedenen Auffassungen 
entstanden, die zum Teil nur noch historischen Wert haben, aber zum 
Verstindnis der modernen Theorien unerliBlich sind. 

Schénbein (1865), der sich wohl als einer der ersten mit dieser 
Frage beschiftigte, nahm mit seiner Ozontheorie als Wesen der lang- 
samen Verbrennung an, da der neutrale Sauerstoff in eine negativ- 
aktive und eine positiv-aktive Form iibergehe. Der negativ-aktive 
Sauerstoff (= Ozon) verbinde sich mit leicht oxydablen Kérpern, wih- 
rend der positiv-aktive die schwer oxydierbare Substanz angreife. 
Clausius und van t’Hoff glaubten, da die bei der Spaltung ent- 
stehenden Sauerstoffformen durch entgegengesetzte Ladung (lonisation) 
charakterisiert wiren. 

Hoppe-Seyler nahm an, daB bei Reduktionsprozessen nascie- 
render Wasserstoff frei werde, und das O,-Molekiil in aktiven —O— 
sprenge, wobei ein O-Atom sich mit dem Wasserstoff zu Wasser binden, 
das andere dagegen die schwer oxydablen Stoffe angreifen sollte. Dieser 
Auffassung schlieBt sich im wesentlichen auch Bertrand an. 

Traube stellte die Theorie auf, da8 molekularer Sauerstoff (O,) 
und Wasser bei biologischen Oxydationen derartig reagierten, daB sich 
neben dem Oxydationsprodukt noch Wasserstoffsuperoxyd bilde. Dieses 
zerfalle leicht und spalte auf diese Weise auBerdem noch reaktions- 
fihigen Sauerstoff ab. Der Vorgang liBt sich folgendermaBen formu- 
lieren: 

M + 2H,0 + O, = M(OH), = H,0,. 

Sehr wichtig fiir das Verstiindnis der Wirkungsweise der Oxy- 
dationsfermente sind die Theorien von Engler und Bach, die auch 
heute noch anerkannt werden. Diese Autoren sehen in der Bildung 
eines Per- oder Moloxyds, das durch Anlagerung des Sauerstoffs an 
autoxydable ungesiittigte Verbindungen entsteht, den ersten Schritt zur 
Sauerstoffaktivierung. Die Peroxyde geben, wie sich aus ihrer chemi- 
schen Struktur ergibt, leicht ein O-Atom ab, das dann den schwer oxy- 
dierbaren Stoff angreift. Diese Vorgiinge verlaufen folgendermafen: 


oe ae ae 


AO, + B = AO + BO. 


Im allgemeinen wird von dem autoxydablen Kérper, den Engler 
den Autoxydator nennt, nur die Hilfte des aufgenommenen Sauer- 








vane salt Speight 





194 H. W. Bansi und H. Ucko, 


stoffs abgegeben, wie dies z. B. bei der Oxydation des Iucigo durch 
altes Terpentiné! bereits von Schénbein nachgewiesen wurde. Jedoch 
kann der Autoxydator sich auch vollig regenerieren, z. B. bei der Platin- 
katalyse. Kr erscheint dann als echter Katalysator nicht mehr in der 
Endgleichung : 
AO +B=A+B0 
(A) + 2B + O, = (A) + 2BO. 


Nach der Theorie von Warburg ist das wirksame Prinzip des 
Oxydationsvorganges das Eisen. Dieses reagiert in zweiwertiger Form 
mit dem molekularen Sauerstoff, wobei es in eine héhere Oxydations- 
stufe tibergeht. Durch Reaktion mit der organischen Substanz wird es 
seinerseits wieder in zweiwertiges Eisen zuriickgefiihrt. In diesem 
Kreislauf ist ausschlieBlich das Eisen autoxydabel und nicht die chemi- 
sche Substanz. 

Wihrend in diesen Theorien dem freien oder in Peroxybindung 
befindlichen Sauerstoff die Aufgabe der Oxydation zufiillt, soll der im 
Wassermolekiil festgebundene Sauerstoff dadurch fiir die Verbrennung 
in Frage kommen, da8 durch einen gleichzeitig eintretenden Reduktions- 
prozeB das Wassermolekiil gesprengt und sein Sauerstoff dadurch in 
eine oxydationsfiihige Form iibergefiithrt wird. Auch diese Reduktions- 
prozesse kiénnen durch Fermente beschleunigt werden (Redukasen). Aus 
der Chemie sind solche Vorgiinge bekannt, wie die von Bach unter- 
suchte Oxydation der hypophosphorigen Saéure durch Wasser in Gegen- 
wart yon metallischem Platin. 

H,PO, + 2H,O = H,PO, + H,O + H,. 

Eine Reaktion, bei der ebenfalls Oxydation und Reduktion neben- 
einander verlaufen, ist die fiir die Biologie tiberaus wichtige Cannizzaro- 
sche Reaktion, wo ein Aldehyd in Gegenwart von Wasser sowohl zur 
entsprechenden Siiure oxydiert, als auch in ihren Alkohol redu- 
ziert wird. 

2RCOH + 2H,O = ROOH + RCH,OH + H,0. 

Die Theorie von Wieland nimmt insofern einen gesonderten 
Standpunkt ein, als nach Wieland der Wasserstoff den primiiren 
Faktor darstellt. Dieser wird in aktiver Form abgespalten (Dehydrie- 
rung), wodurch die betr. Substanz sich oxydiert, und auf vorhandene 
Acceptoren iibertragen. Die Fermente, die diese Abspaltung verur- 
sachen, nennt Wieland Dehydrasen. Szent-Gyérgyi hat die War- 
burgsche und Wielandsche Auffassung zu vereinigen gesucht, indem 
er zeigte, daB nicht allein aktiver Wasserstoff vorhanden sein, sondern 
auch der Sauerstoff sich in reaktionsfihigem Zustande befinden muB. 


Il. 


Die Fermente, die die Oxydationen beschleunigen, bezeichnet man 
mit einem Sammelnamen als Oxydasen. Fiir die Einzelvorgiinge aber 
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weichen die Bezeichnungen weitgehend voneinander ab. Wir be- 
dienen uns im folgenden der Nomenklatur von Bach und Chodat. 
Diese Autoren unterscheiden, wie erwiihnt, je nach der Herkunft des 
Sauerstoffs die Aerooxydasen und die Hydroxydasen (auch Oxydoredu- 
kasen genannt). Nach der Bachschen Auffassung bestehen die Aero- 
oxydasen aus einem Gemisch von zwei verschiedenen Fermenten. Das 
eine ist die sogen. Oxygenase, unter der sich Bach und Chodat den 
durch Aufnahme des Sauerstoffs in ein Peroxyd iibergehenden Kérper 
vorstellen. Die Ubertragung des Peroxydsauerstoffs auf eine schwer 
oxydable Substanz wird durch die Peroxydase beschleunigt, Dadurch 
unterscheidet sich die Peroxydase wesentlich von der 1900 von Loew 
entdeckten Katalase, die nur den Sauerstoff des Wasserstoffsuperoxyds 
als molekularen reaktionsunfihigen Sauerstoff abspaltet und so offenbar 
das iiberschiissige fiir den Lebensvorgang giftige H,O, zerstirt. Die 
Katalase wire also ein Antagonist der Peroxydase, wie auch aus zahl- 
reichen Arbeiten hervorgeht. 

Der Bach- und Englerschen Theorie steht die Auffassung von 
Gertrud Woker und Begemann nahe. G. Woker macht fiir die 
Peroxydase, Redukase und Katalase ein gemeinsames Prinzip verant- 
wortlich, das Aldehydnatur besitzen und mit H,O, unter Bildung eines 
sekundiren Peroxyds reagieren soll. Begemann modifiziert die Woker- 
sche Theorie insofern, als auBer der Oxygenase, die permeabel sein soll, 
noch ein einfaches, fiir die Zellwiinde impermables Peroxyd vorhanden 
sein soll. 

Bach und Chodat griinden ihre Theorie der Zweiteilung der 
Oxydasen darauf, dab es ihnen gelungen ist, durch fraktionierte Fillung 
die Oxygenase von der Peroxydase (aus Russula und Lacterius) zu 
trennen; doch ist eine solehe Teilung bisher nicht fiir alle Oxydasen ge- 
lungen. Da die Oxygenase gegen priiparative MaBnahmen viel empfind- 
licher ist, ist es von Bedeutung, dab man sie durch ein Peroxyd wie 
Wasserstoffsuperoxyd oder Athylhydroperoxyd im Reagenzglas_ er- 
setzen kann. 


III. 


Die Peroxydasen sind im Pflanzen- und Tierreich weit verbreitet 
(Slowtzoff, Bach u.a.), doch miissen wir gleich hier in Einsehriin- 
kung vorausschicken, da8B viele der positiven Peroxydasereaktionen 
durch fehlerhafte Technik bedingt waren. Bei den Tieren sind sie im 
wesentlichen nur in den Knochenmarksleukocyten (Schultze), spuren- 
weise, vielleicht nur phagocytiert, in den mononucleiiren Zellen (Schilling 
und Bansi, Fiessinger und Mathieu), ferner in zahlreichen driisigen 
Organen und in der Milch nachgewiesen (Bourquelot u. a). (Wir 
verweisen hier auf die ausfihrliche Monographie von Katsunuma,) 
Die Frage, ob das Hiimoglobin eine Peroxydase enthilt oder selbst der 
Peroxydase gleich kommt (Bach), oder ob es nur durch seine eigen- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLVII. 14 
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artige Eisenbindung peroxydaseiihnlich wirken kann (Moitessier, 
Lesser, Czyhlarz und Firth), wie z. B. Metallsalze oder kiinstliche 
Peroxydasen, wollen wir an dieser Stelle nicht erértern. In den 
Pflanzen findet sich die Peroxydase fast iiberall. Sie ist aus zahlreichen 
Pilzen (Bourquelot, Pringsheim) und Hefesorten (Harden und 
Zilva) dargestellt worden; besonders reich sind die Kartoffelknollen 
(van der Haar), die Riiben (Ernest und Berger) und vor allem der 
Meerrettich. Die beiden letzteren dienten Willstitter ¢. s, zu 
seinen groBziigigen Reinigungsversuchen, wobei er zu ganz auBerordent- 
lich wirksamen Priparaten gelangte. Wihrend die Autoren vor W ill- 
stitter sich nur einfacher PreBsifte, Alkohol- oder Glycerinausziige 
bedienten, und zur weiteren Reinigung absoluten Alkohol (Bach, 
Chodat) oder Ferrihydroxyd (Delcano) benutzt hatten, reinigte Wi11- 
staitter die Peroxydase nach vorhergegangener Dialyse mittels ver- 
schiedenster Adsorptionsmethoden. Es gelang ihm, ein stets begleitendes 
Glycosid abzuspalten, und den Eisengehalt seiner wirksamen Priparate 
bis auf 0,06°/, herabzusetzen. 
IV. 

Zum Nachweis der Peroxydasen dienen zahlreiche Kérper von 
Phenolcharakter, die farblos sind und bei der Oxydation in gefirbte 
Stoffe iibergehen. Die gebriuchlichsten sind das Pyrogallol, das 
zu dem gelbbraunen Purpurogallin oxydiert wird (Struve, Bach, 
Chodat, Willstitter u.a.), das Guajacol (Kobert, Bertrand u.a.)), 
das sich in braunes Tetraguajacol kondensiert, die verschiedenen Kre- 
sole (Bourquelot, Chodat), «-Naphthol (Loele), Adrenalin, Brenz- 
eatechin, Kaffeesiure (Onslow), das Guajakharz “(Scheunert ec. s. 
Lubimenko, Palladin und Manskaja), Salicylaldehyd (Schmiede- 
berg 1876, Dony-Hénault), Guajaconsiure (Schaer), Hydrochinon, 
Phenolphthalein (Kastle, Shedd, Thomas), Dihydrodivanillin (Engler 
und Herzog). Ferner ist die Indophenolblausynthese von Réhmann 
und Spitzer sehr gebriuchlich, die von Schultze 1908 in die Histo- 
logie eingefiithrt wurde und seither zahlreiche Modifikationen erlebt hat 
Griff, Schilling, Vernon u. a). Die Methode ist eine Oxydase- 
reaktion und beruht auf der Bildung von Indophenolblau aus Dimethyl- 


p-phenylendiamin und «-Naphthol. Nur nebenbei erwihnt — ohne 
Anspruch auf Vollstiindigkeit — seien die anderen histologischen Me- 


thoden (Kreibisch, Loebe, Fischel, Fiessinger, Sato, Graham, 
Besancon). Echte Peroxydasereaktionen sind weiter die Benzidin- 
methode, die Oxydation des Jodwasserstoffs zu Jod, die Entfirbung von 
Methylenblau, die Bildung von Malachitgriin aus Leukomalachit 
(Czyhlarz und Firth). Endlich gehért auch die Oxydation der 
Ameisensiiure zu CO, zu den zum Nachweis der Peroxydase benutzten 
Methoden (Batelli und Stern). 
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Die Zahl der quantitativen Methoden ist dagegen ziemlich klein, 
da man bei der Auswertung der Oxydationsprodukte auf Schwierig- 
keiten stieB. Titrimetrische Verfahren scheiterten bei den phenolihn- 
lichen Kérpern an der chemischen Ahnlichkeit der Oxydationsprodukte 
mit den Ausgangssubstanzen. Nur Madelung, dem wir eine iiberaus 
eingehende und weitsichtige Studie iiber die Peroxydasen verdanken, 
begriindete auf dem krystallinischen Ausfallen des oxydierten Benzidins 
eine quantitative Methode, indem er den Rest des Benzidins jodometrisch 
bestimmte. Die Oxydation der Jodwasserstoffsiiure zu Jod gestattete 
zwar leicht eine Titration nach den bekannten Prinzipien der Jodometrie, 
jedoch stérte hierbei, daB die Reaktion im sauren Milieu ausgefiihrt 
werden mubte (Bach und Chodat, Firth, Kritik bei Bach, Will- 
stitter und Stoll). 


Von Interesse ist das Verfahren von Palladin, der die bei der 
Pyrogalloloxydation entstehende Kohlensiiure gasvolumetrisch bestimmt 
hat. Foa registrierte die Druckabnahme durch den Sauerstoffverbrauch 
in einem geschlossenen Gefi’. Bunzell gemeinsam mit Herbert mab 
die Sauerstoffabsorption an Pyrogallol u. ui. in einem besonders kon- 
struierten Apparat. 

Auch gravimetrische Methoden sind in Gebrauch gewesen. So 
haben Bach und Chodat, Ernest und Berger und neuerdings Rice 
das aus Pyrogallol gebildete Purpurogallin nach vorausgegangener Ex- 
traktion mit Ather gewogen. 

Die Methode von v. Czyhlarz und y. Fiirth, die auf einer Oxy- 
dation des Leukomalachits in essigsaurer Loésung beruht, wird von 
Wolff und de Stécklin auf die Wirkung elektrolytisch dissoziierender 
Kisenverbindungen zuriickgefiihrt und fillt nach Willstitter und Stoll 
in reineren Peroxydasepriparaten negativ aus. 

Die meisten quantitativen Methoden beruhen auf dem Prinzip der 
Colorimetrie (bereits Slowtzoff 1901), doch entstehen hiufig dabei 
Mischfarben, die diese vor allem in héheren Konzentrationen erschweren 
oder gar unméglich machen. So darchliuft z. B. das Benzidin bei zu- 
nehmender Konzentration bzw. Oxydation folgende Farbenskala: griin- 
griinblau-blau-schmutzigrotbraun. Das p-Kresol gibt eine milchige 
Triibung, die sich vielleicht nephelometrisch auswerten lieBe. 

Vernon zieht das bei der Indophenolblausynthese gebildete Indo- 
phenol mit Alkohol aus und bestimmt es colorimetrisch, was auch von 
Griff empfohlen wird (Nadireaktion). 

Fleury colorimetriert den durch die Oxydation von Guajacol ge- 
bildeten braunen Kérper (nach seiner Angabe Chinon) gegen n/10-Jod- 
lésung. Ahnlich verfahren H. Euler und Bolin mit dem aus der Oxy- 
dation der Guajaconsiure gebildeten Farbstoff. Wu bestimmt in ganz 
diinnen Benzidinblutlésungen farbvergleichend den Gehalt an Peroxydase. 
Willstitter und Stoll haben das mit Ather ausgezogene Purpuro- 
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gallin im Colorimeter bestimmt. Einer ihnlichen Methode bedient sich 
Dorfmiiller, der als Vergleich eine Ammoniumpikratlésung verwendet. 

Bach und Zubkowa haben die Guajacoloxydation quantitatiy 
ausgebaut und verwenden als Testlésung eine Kobaltnitrat-Natron-Ei- 
weiblésung. Sie bedienen sich des Autenriethschen Colorimeters. 
Diese Methode hat der eine von uns (Bansi) bei seinen Versuchen 
iiber die Kinetik der Peroxydasen in etwas modifizierter Weise an- 
gewandt. 


V. 


Von den oben erwahnten zahlreichen Arbeiten, die sich 
damit beschiftigten, eine geeignete Methodik fiir die Wirkung 
der Peroxydase auszuarbeiten, haben erst die Untersuchungen 
von Willstitter und seinen Mitarbeitern die grundlegenden 
Voraussetzungen zu einem solchen Verfahren gegeben. Ks 
kam hierbei darauf an, daf das Enzym wihrend des Reaktions- 
ablaufes durch die dazu erforderlichen Substrate in seiner 
Wirkung nicht beeintriichtigt wurde. Die Bedingungen dafiir 
waren einmal ein gewisser UberschuB der Substratmengen, 
andererseits eine méglichst groBe Verdiinnung der Substanzen, 
im besonderen des verwendeten Hydroperoxyds, so da der er- 
forderliche UberschuB die Wirkung des Fermentes selbst nicht 
hemmend beeinflussen konnte. Willstitters Versuchsanord- 
nung zur Bestimmung der Peroxydasewirksamkeit war also 
folgende: Zu einer Lisung von 5 g Pyrogallol in 2 Liter destil- 
liertem Wasser von 20°C wurden 10 ccm 0,5°/, H,O,') und 
eine entsprechende Knzymmenge gegeben. Nach 5 Minuten 
wurde der Versuch durch Eintragen von 50 ccm reiner, ver- 
diinnter, eisenfreier H,SO, unterbrochen, das _ entstandene 
Purpurogallin ausgeithert und im Colorimeter mit einer 
10,0 mg-°/, iitherischen Purpurogallinlésung verglichen. Die 
Knzymmenge wurde derart gewahlt, daB in 5 Minuten etwa 
30 mg Purpurogallin gebildet wurden. Auf diese Weise kam 
Willstitter auf véllig andere Ergebnisse bzgl. des Reaktions- 
ablaufes als friihere Autoren, worauf wir in unserer 3. Mit- 
teilung niher eingehen werden. Auf Grund dieser Bestim- 





1) In der Originalarbeit von Willstatter u. Stoll findet sich ein 
entstellender Druckfehler. Danach soll man 5°/, H,O, benutzen. (Druck- 
fehlerberichtigung Liebigs Ann. der Chem. Bd. 430 S. 271). 
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mungen definierte Willstatter in seinen ersten Arbeiten als 
,,Purpurogallinzahl* (P.G.Z.)die Menge an Purpurogallin, die unter 
den angegebenen Bedingungen 1 mg seiner getrockneten Ferment- 
priparate in 5 Minuten zu bilden imstande ist. Die Purpuro- 
gallinzahl diente als Vergleich der Wirksamkeit der verschie- 
denen Knzympraparate. Es mag erwihnt werden, daB Will- 
stitter in spateren Arbeiten zur Kontrolle seiner praparato- 
rischen Mafnahmen den ,,Peroxydasewert“ seiner Meerrettich- 
wurzeln einfiihrte, der auf eine bestimmte Menge des Ausgangs- 
materials bezogen wurde. — Fiir uns handelte es sich darum, 
eine Anordnung zu finden, die es gestattete, unter einwand- 
freien Voraussetzungen auch den zeitlichen Reaktionsablauf 
festzustellen. Als Oxydationsobjekt wiihlten auch wir zuniichst 
das Pyrogallol. Aus spiiter angefiihrten Uberlegungen erschien 
es uns wichtig, auBer dieser Pyrogallolmethodik noch andere 
Koérper als Testobjekte zu wahlen. Deshalb beschiftigen wir 
uns auBerdem mit der Oxydation des Guajacols und des 
o-Kresols. Die von uns verwendeten Methoden seien in ihren 
Kinzelheiten getrennt besprochen. 


1. Die Pyrogallolmethode. 


Die Pyrogallolmethode wurde von uns auf Grund der 
Willstiitterschen Untersuchungen in ihnlicher Weise vor- 
senommen. Da wir besonderen Wert auf die Variation der 
einzelnen Substratmengen legen wollten, hielten wir uns nur 
an das Prinzip der Willstatterschen Methodik. Aus Vor- 
versuchen hatte sich ergeben, daB man bei Verminderung des 
Wasserstoffsuperoxyds wie des Pyrogallols auf 1/. die Flissig- 
keitsmenge auf 400 reduzieren kann, ohne damit am Reaktions- 
ablauf eine Verschiebung zu erhalten. Da wir auch Ferment- 
lésungen von nicht sehr groBer Reinheit und Wirksamkeit im 
Willstaitterschen Sinne anzuwenden beabsichtigten, gestaltete 
sich unsere Versuchsanordnung folgendermaBen: 0,4 ccm Fer- 
mentlésung wurden in 400 ccm Aq. dest. von 20° C eingelassen, 
in dem vorher 1 g Pyrogallol und 2 ccm 0,5°/,iges Hydroper- 
oxyd aufgelést waren. Die nach 5 Minuten gebildete Purpuro- 
gallinmenge wurde mit 2,5 multipliziert, um entsprechend den 
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Willstatterschen Bedingungen unsere Zahlen auf ein Medium 
von | Liter H,O, 25 mg H,O, und 2,5 g Pyrogallol zu beziehen. 
Abweichend bleibt bei unserer Definition nur, daB unsere 
Wirksamkeitszahl stets 1 ccm der Enzymlésungen als Mab- 
einheit benutzt, wihrend Willstatter seine Purpurogallinzah| 
auf 1 mg Enzymtrockensubstanz bezieht. Nur bei den von 
uns verwendeten reinigten Praparaten wurden Trockensubstanz- 
bestimmungen vorgenommen. 

Zum Studium des zeitlichen Reaktionsablaufes entnahmen 
wir wahrend des Versuches regelmiBig je 20 ccm der gefirbten 
Lésung und unterbrachen die Reaktion dieser Portion durch 
Kinblasen derselben in 10 ccm 10°/,ige H,SO,. Die einzelnen 
Lisungen wurden mit 20 ccm Ather ausgeschiittelt und sofort 
colorimetriert. 

Wahrend Willstatter zum colorimetrischen Vergleich 
eine aus Alkohol und Ather umkrystallisierte 10 mg-°/, ige 
Atherische Purpurogallinlésung verwendete, ergaben sich bei 
unserer Versuchsanordnung infolge der lingeren Versuchsdauer 
durch Verdunsten der iitherischen Testlésung Fehler, die ver- 
mieden werden muBten. 

Kin Vorversuch hatte folgendes Resultat: Innerhalb von 
25 Minuten (= der ungefahren Versuchsdauer) verlor eine 
atherische Testprobe von 17,57 g 1,02 g = 5,805°/, des ur- 
spriinglichen Gewichts. Dagegen spielte die Verdunstung bei 
den ausgeiitherten Analysenproben wahrend der kurzen Ab- 
lesungszeit keine Rolle. Wir verzichteten deshalb auf die 
Anwendung einer itherischen Vergleichslésung, trotzdem die 
colorimetrische Methodik bekanntermaBen die besten Resultate 
beim Vergleich identischer Medien ergibt. Von der Verwen- 
dung einer wiBrigen Purpurogallinlésung muBten wir infolge 
der allzu geringen Wasserléslichkeit des Purpurogallins eben- 
falls Abstand nehmen. Wir bemiihten uns deshalb um die 
Herstellung farbihnlicher Vergleichslésungen und fanden in 
der Chromsiure eine geeigneten Stoff. Es zeigte sich, da8 im 
Colorimeter nach Dubosque bei der Schichthéhe 10 eine 
0,1°/,,ige Purpurogallinlésung einer 1°/,, Chromsiurelésung bei 
der Schichthéhe 5,7 farbengleich war. Setzte man die Schicht- 
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hdhe 10 als héchste zu erreichende Farbtiefe, also gleich 
100 mg Purpurogallin in 1000 (= bezogen auf den Umsatz 
von | ccm Fermentlésung}, so ergab sich die Kichkurve in 
Tabelle 1. Die Kurve, die den annihernden Verlauf einer 
Geraden aufweist, zeigt also den direkten proportionalen Zu- 
wachs an Farbtiefe der Purpurogallin- und der Chromsiaure- 
losung. Zum einwandfreien Gebrauch der Chromsiurelésung 
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Fig. 1. Eichkurve einer 10°/, mg-Purpurogallinlésung gegen eine 1°|).-Chromsaurelosung. 
purog 


war es aber notwendig, eine gréfere Verdiinnung zu wahlen, 
da nach den bekannten optimalen Bedingungen der Colori- 
metrie nur 2 Lésungen verglichen werden kénnen, die eine 
Farbgleichheit bei annahernd derselben Schichthéhe aufweisen. 
Aus Griinden der Einfachheit wahlten wir die Konzentration 
derartig, daB die beiden Lisungen farbengleich waren, d. h. 
wir benutzten eine 5,7/10 = 0,57 °/,, Chromsiurelésung und 
setzten bei unserer Berechnung die Farbtiefe dieser Lésung 
gleich der Farbe einer 10 mg °/, Purpurogallinlésung. Die 
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jewelligen atherischen Farblésungen wurden auf die Schicht- 
hohe 10 eingestellt und verglichen. Die Kichung dieser 0,57°/, 
Chromsiure gegen unsere Purpurogallinlésung ergab, dab eine 
Proportionalitat ihrer Farben nur bis zur Hohe von 15 vor- 
handen war, daf dagegen bei intensiveren Farben die Farb- 
tone der beiden Lésungen ungleichmibig zunahmen.  Infolge- 
dessen muBte beim Umsatz von iiber 150 mg Purpurogallin in 
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Fig. 2, Eichkurve einer 0,57 9) Chromsdurelésung gegen eine 10 mg°'o~Purpurogallinlésung, 


einem Liter die Schichthéhe der zu analysierenden Fliissigkeit 
erniedrigt und dies rechnerisch entsprechend beriicksichtigt 
werden. Bei Analysenportionen von sehr geringer Farbtiefe 
verwandten wir Chromsiurelésungen von dem halben oder gar 
dem vierten Teil der obigen Konzentration. 

Erwihnt sei noch, daB bei den in den niichsten Mit- 
teilungen beschriebenen kinetischen Untersuchungen eine Sub- 
stratmenge von nur 0,5 g Pyrogalloi auf 400 ccm Wasser 
verwendet wurde. Es muBte namlich verhindert werden, dab 
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bei der langeren Versuchsdauer die Konzentration des Purpuro- 
gallins derart anstieg, daB dieses aus der wiBrigen Lisung 
ausfiel, 


2. Die Kresolmethode. 


Wie schon oben erwihnt, beabsichtigten wir, die Wirkung 
der Peroxydase bei verschiedenen Oxydationsvorgaingen 
quantitativ zu untersuchen. Dafiir erschien die Oxydation des 
o-Kresols zu einem gelbgriinen Kérper unbekannter Kon- 
stitution ebenfalls geeignet. Sie ist von Chodat empfohlen 
worden. Die Untersuchungen wurden in ganz ahnlicher Weise 
vorgenommen. Als Medium benutzten wir eine Lésung von 
1 g o-Kresol und 2 ccm 0,5°/,igen Hydroperoxyds in 500 ccm 
Aq. dest. bei 20° C. Wegen der stark hygroskopischen Kigen- 
schaften des Kresols stellten wir uns eine 1°/,ige Stammlésung 
des im Exsiccator getrockneten Kresols her. Zur Unter- 
brechung der wihrend des Versuchs entnommenen einzelnen 
Portionen war Schwefelsiure nicht brauchbar, da sich die 
Farbe des Reaktionsproduktes verinderte. Als Unterbrechungs- 
mittel bewihrte sich uns am besten die Vergiftung des Enzyms 
mittels Sublimats (10 ccm einer 5°/,igen Loésung). Immerhin 
ist die Wirkung des HgCl, nur eine hemmende, so dab der 
colorimetrische Vergleich unmittelbar nach der Unterbrechung 
vorgenommen werden muB. 

Da bei der Oxydation des Kresols durch die Peroxydase 
sich die Wirksamkeit derselben nicht absolut, etwa durch den 
Verbrauch des Kresols, oder durch die Menge des entstehen- 
den Oxydationsproduktes bestimmen l4Bt, muB8ten wir zur Fest- 
stellung des Kresolumsatzes ein relatives Maf einfiihren. Es 
lag nahe, das Verhaltnis des Kresolumsatzes zur Purpurogallin- 
bildung eines Enzympraparates in Beziehung zu bringen. Zu 
den ersten Versuchen mit Kresol verwendeten wir eine Fer- 
mentlésung, von der 1 ccm bei unserer oben beschriebenen 
Versuchsanordnung in 5 Minuten 80,0 mg Purpurogallin bildete. 
Wir lieBen von derselben 0,4 ccm auf eine Lésung von 1 g 
Kresol + 10 mg H,O, in 400 com Wasser bei 20° C einwirken 
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und entnahmen nach 5 Minuten 20 ccm der gelben Fliissigkeit, 
die zur Unterbrechung des Fermentprozesses in 10 ccm 5°) - 
igen Sublimats eingeblasen wurde. Die so erhaltene Farbtiefe 
bezeichneten wir analog der Bildung von 80,0 mg Purpuro- 
gallin durch dasselbe Ferment in der gleichen Zeit als einen 
Kresolumsatz von 80,0. Wir erhielten also folgende Be- 
ziehung: 

1 ccm eines Enzyms wiirde z. B. in 5 Minuten bei Einwir- 
kung auf 2,5 g Pyrogallol, 25 mg H,O, in 1000 com Wasser 
100 mg Purpurogallin bilden. 

Den Kresolumsatz von 1 ccm desselben Enzyms bei Ein- 
wirkung auf 2,5 g Kresol, 25 mg H,O, in 1000 ccm Wasser 
bezeichnen wir dann ebenfalls als 100 = ,,Kresolzahl“. (K. Z.) 

Die zum colorimetrischen Vergleich von uns _hergestellte 
Testlésung wahlten wir derart, daB sie der nach 5 Minuten 
entnommenen und mit 10 ccm Sublimat versetzten Portion 
eines Ferments von der Purpurogallinzahl = 100 farbengleich 
war. Dies trifft fir eine Lésung von 15 ccm n/10-Kssigsiure 
+ 22 ccm n/10-Natriumacetat zu, dem 4 ccm y-Dinitrophenol- 
stammlésung zugesetzt wurden. 

Der colorimetrische Vergleich ergab die besten Resultate, 
wenn die in den ersten Minuten des Versuches entnommenen 
Portionen im Dubosque auf 20 eingestellt wurden. Bei nie- 
drigerer Kinstellung la8t sich die Farbe infolge ihrer geringen 
Intensitéat schlecht ablesen. Andererseits geht die Farbtiefe 
im Verlaufe eines Versuches weit iiber die der Vergleichs- 
lésung hinaus. Daher wiirde eine fortgesetzte Ablesung der 
angegebenen Analysen auf 20 wegen der zu hohen Einstellung 
der Testlisung zu ungiinstigen colorimetrischen Bedingungen 
fiihren. Wir lasen infolgedessen so ab, daB wir die Analyse 
bis zur Farbstairke der Vergleichslésung auf 20 feststellten, 
dagegen bei stirkerer Farbe die Testlésung auf 20 fixierten. 
Bei diesem Vorgehen sind die Ablesungsfehler im Anfang und 
am Ende der Kurve selbstverstindlich gréBer als in ihrem 
Mittelbereich. Die Endwerte werden noch dadurch beein- 
trichtigt, daB das Oxydationsprodukt in einer Konzentration, 
wie sie bei den meisten Versuchen gegen Ende des Ablaufs 
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erreicht wird, einen griinlichen Nebenton und dabei eine ge- 
wisse Triibung aufweist. Dadurch wird einmal der Farbvergleich 
erschwert, andererseits geht die Farbtiefe nicht ganz der Um- 
satzmenge parallel. Einzelheiten werden an entsprechender 
Stelle ausgefiihrt werden. Bei der Anwendung dieser Methodik 
und unter Zugrundelegung der oben angefiihrten Berechnung 
war also zu erwarten, da die jeweilige Kresolzahl verschie- 
dener Enzympraparate identisch mit ihrem nach unserer An- 
ordnung bestimmten Purpurogallinumsatz sein muBte. 


3. Die Guajacolmethode. 


Die Oxydation des Guajacols zu einem braunen Kéorper 
(nach den Angaben von Chodat Tetraguajacol) ist, wie wir 
schon bei unserer Zusammenstellung der bisher gebrauchlichen 
Methoden erwihnt haben, von verschiedenen Autoren als 
quantitative Untersuchungsmethode des peroxydatischen Fer- 
mentprozesses verwendet worden. Im besonderen haben Bach 
und Mitarbeiter mit dieser Methode gearbeitet und sie auch 
zur Bestimmung der peroxydatischen Wirksamkeit des Blutes 
benutzt. Sie arbeiteten in einem Milieu von 10 ccm Wasser, 
1 mg Guajacol und 10 mg H,O,. Die Berechnung des Oxy- 
dationsumsatzes erfolgte von dem Gesichtspunkt aus, daB bei 
Variation der Guajacolmenge und bei einem Uberschu8 von 
Peroxydase das vorhandene Guajacol vollig oxydiert wiirde, so 
daB die jeweilig entstehende Farbtiefe der urspriinglich vor- 
handenen Guajacolmenge entsprach. Der Farbvergleich er- 
folgte gegen eine Natron-Kiweib-Kobaltnitratlésung nach dem 
Prinzip der Sahlischen Haimoglobinbestimmung. 

Um die Guajacoloxydation fiir unsere Untersuchungen, 
speziell auch fiir das Studium der Kinetik, verwenden zu 
kénnen, kam eine derartige Anordnung nicht in Frage. Auf 
Grund der oben angefiihrten, von Willstatter genauer unter- 
suchten Bedingungen arbeiteten wir unter Verhiltnissen, die 
den beiden bereits beschriebenen Methoden analog waren. 

Da die Lésung des Guajacols beinahe unbegrenzt haltbar 
ist, stellten wir uns eine 1°/,ige Stammlésung her, von der 
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5 ccm = 50 mg Guajacol und 10 mg H,O, zu 400 com Wasser 
zugesetzt wurden. Wie bei der Pyrogallolmethode wurde die 
Oxydation mit 0,4 ccm unserer Fermentlésungen vorgenommen. 
Zur Unterbrechung benutzten wir ebenfalls 5°/,iges Sublimat, 
da Schwetelsiure eine Farbanderung hervorrief. Bei der Her- 
stellung der Vergleichslésung nach der von Bach angegebenen 
Vorschrift stieBen wir insofern auf Schwierigkeiten, als trotz 
sorgfailtigster Filtration ein schwarzer, den Farbvergleich 
stérender Ton nicht zu entfernen war. Kiner privaten Mit- 
teilung von Herrn Dr. Engelhardt aus dem Moskauer Staatl. 
Biochem. Institut verdanken wir die Angabe einer iuBerst 
brauchbaren Testlésung. Sie besteht aus einer 10°/,igen 
Kobaltnitratlésung, der auf 50 ccm etwa 1,2 ccm einer 5°/, igen 
Kaliumbichromatlésung zugesetzt werden. Stimmen die Nuancen 
nicht ganz iiberein, so setzt man vorsichtig von der einen 
oder anderen Stammlésung hinzu, bis Farbengleichheit erreicht 
ist. Die Loésung ist unbegrenzt haltbar. Bei ihrer Kichung 
muften wir ebenfalls von der Bachschen Voraussetzung aus- 
gehen, daB bei Fermentiiberschu8 kleine Guajacolmengen in 
geniigend langer Zeit vollig oxydiert werden. Dabei ist jedoch 
zu beachten, daB die entstehende Farbe nach einer gewissen 
Zeit abzublassen beginnt, wobei eine etwas rétliche Ténung 
auftritt. Bei der Herstellung der Eichkurve gingen wir 
folgendermaBen vor: Wir stellten uns von der angegebenen 
Stammlésung Verdiinnungen von 1:10, 1:5 und 1:2,5 her 
(= Test 2,1 und ?/,.) Darauf wurde eine Guajacolreihe 
von 0,1—3 mg angesetzt. Jede dieser Portionen wurde mit 
0,5 mg H,O, versetzt und mit Wasser auf 30 ccm aufgefiillt. 
Diese Wassermenge entsprach den bei unseren Versuchen 
entnommenen, mit 10 ccm Sublimat unterbrochenen Einzel- 
proben. Unter stindiger Kontrolle gegen die auf 10 fixierten 
Testlésungen (in mittleren Konzentrationen wurde je nach 
der Tiefe der Farbe Test 2,1 oder '/, gleichzeitig gewahlt) 
wurde der Punkt der maximalen Farbtiefe auf einem Koordi- 
natensystem eingetragen und zwar auf der Abszisse die 
Guajacolmenge, auf der Ordinate die Schichthéhe der Analyse. 
Dabei erhielten wir die folgenden Kichkurven, aus denen wir 
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den Guajacolumsatz bei unseren weiteren Experimenten ab- 
lasen. (Tab. 3, 4 u. 5.) 

Stellt man dagegen im Dubosque die Analyse fest und 
variiert den Test, so ergeben sich annihernd gerade Linien, 
deren Neigungswinkel aber nicht 45° betragen (‘T'ab. 6). Das 
geringe Abbiegen besonders an den Enden der Kurven ist die 
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Fig. 3. Guajacoleichkurve gegen die Testlésung '/. (bei Fixierung der Vergleichslosung). 


Folge der fiir die Colorimetrie ungiinstigen Schichthdhen- 
verhiiltnisse. Ks ist also die Farbtiefe der Lésungen eine 
lineare Funktion der Menge des oxydierten Guajacols, deren 
Proportionalitiitsfaktor kleiner als 1 ist. Beeintriichtigend fiir 
diesen Verlauf ist es, da& aber konzentrierte Tetraguajakol- 
lésungen eine Triibung infolge beginnender Flockung auf- 
weisen. Fiir den Farbvergleich ergibt sich daraus die Tat- 
sache, daB bei durchfallendem Licht die Farbe dunkler er- 
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scheint, als es der eigentlichen Konzentration entspricht. Des- 
halb kommt bei der Guajacolmethode nur eine Versuchs- 
anordnung in Frage, die zu einem Guajacolgesamtumsatz von 
20—25 mg (= 1,0—1,25 mg in den Einzelportionen) fihrt 
AuBerdem ist es notwendig, sich fiir jede der drei Testlésungen 
eine besondere Kichkurve herzustellen und je nach der Farb- 
tiefe der zu untersuchenden Fliissigkeit die farbihnlichste zu 
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Fig.4. Guajacoleichkurve gegen die Testlésung 1 (bei Fixierung der Vergleichslésung). 


benutzen, wie schon oben erwihnt wurde (siehe Kurven 3—5). 
Den nach 5 Minuten unter den angegebenen Bedingungen er- 
haltenen Guajacolwert multipliziert mit 2,5 bezeichnen wir 
als ,Guajacolzahl* (G. Z.), um den Umsatz wie bei den anderen 
Methoden auf i ccm Fermentlésung in einem Milieu von 125 mg 
Guajacol, 25 mg H,O, in 1000 cem H,O zu beziehen. 
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Guajacolelchkurve gegen die Testldsung 2 (bei Fixierung der Vergleichslésung). 
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Fig. 6. Guajacoleichkurve der Testlésung '/, (bei Variation der VergleichslOsung),. 
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VI. 
Ergebnisse und Kritik. 


Auf Grund der niher dargelegten methodischen Fest- 
stellungen war nunmehr die Méglichkeit gegeben, die bisher 
kaum untersuchten physikalisch-chemischen Eigenschaften der 
Peroxydase bei einer chemisch einwandfreien Versuchsanordnung 
experimentell zu kliiren. Dazu erschien es uns aus einer Reihe 
von Erwiigungen heraus notwendig, sich nicht nur auf die Er- 
gebnisse eines einzigen Oxydationsobjektes zu beschriinken, 
also etwa den KinfluB der Peroxydase auf die Purpurogallin- 
bildung unter den verschiedensten Bedingungen zu studieren, 
sondern die EKnzymwirkung stets mittels der drei angegebenen 
Methoden zu untersuchen. EKinmal war die Brauchbarkeit der 
einzelnen zur Oxydation verwendeten Kérper eine ganz ver- 
schiedene. So bildet sich z. B. aus Pyrogallol bei Gegenwart 
von Alkali, ohne dab H,O, oder ein peroxydatisches Ferment 
anwesend zu sein braucht, ein gelbbrauner Korper, der in 
seiner Farbe von Purpurogallin nicht zu unterscheiden ist. 
Ks mag hier erwiihnt werden, daB eine tihnliche Farbinderung 
in alkalischer Lisung auBer dem Pyrogallol noch vielen anderen 
Stoffen zukommt, daB diese Tatsache auBerordentlich vielen 
Autoren nicht bekannt war, und daB sich daher eine Unsumme 
von falschen Angaben iiber Férderung der Peroxydasewirkung 
in alkalischem Milieu, iiber das Vorhandensein von Peroxydase 
in den Korperzellen durch die Anwendung alkalischer Unter- 
suchungslésungen usw. durch die gesamte Literatur hin- 
schleppt. (Neuberg u. Kikkayi machen in einer besonderen 
Mitteilung darauf aufmerksam). Die Pyrogallolmethode ist also 
im alkalischen Milieu iiberhaupt unbrauchbar, ebenso bei 
Pufferung mit Phosphaten, da diese die Purpurogallinbildung 
beschleunigen. 

Die Sonderstellung der Pyrogallolmethode liegt gegeniiber 
den beiden anderen Verfahren aber darin, da’ das Oxydations- 
produkt, das Purpurogallin, ein chemisch genau definierter 
Korper ist und die sich bei der Fermenteinwirkung bildende 
Farbe mit der Farbe einer Purpurogallinlésung von bekannter 
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Konzentration vergleichen laBt. Bei der Guajacolmethode ist 
man auf die Hilfshypothese angewiesen, daB die entstehende 
Farbe unter den oben angegebenen Bedingungen dem Umsatz 
der gesamten Guajacolmenge entspricht. 

Von der Kresolmethode ist zu sagen, daB sie infolge der 
etwas hellen und uncharakteristischen Farbe des Reaktions- 
produktes am ungenanauesten ist, und daB sich bei ihr die Um- 
satzwerte am Anfang wegen ihrer geringen Farbintensitaét und 
am Ende infolge des nie ganz ausbleibenden triiben, griinlichen 
Farbtones besonders schlecht colorimetrisch bestimmen lassen. 

Die Guajacolmethode liefert im ganzen die besten Resul- 
tate, einmal wegen ihrer gut vergleichbaren Farben, wegen 
ihres relativ groBen Anwendungsbereiches, ferner wegen der 
schon erwihnten fast unbegrenzten Haltbarkeit der Guajacol- 
lésungen. Im Gegensatz dazu oxydiert sich eine Pyrogallol- 
lésungen in wenigen Minuten, eine Kresollésung bei Gegenwart 
von H,O, ebenfalls in kurzer Zeit. Durch die Ausarbeitung 
dreier Methoden zur Bestimmung der Peroxydasewirksamkeit, 
die auf gleichem Prinzip aufgebaut sind, war die Méglichkeit 
gegeben, die Untersuchungen tiber das p,,-Optimum, den Tempe- 
raturkoeffizienten usw. an verschiedenen Testobjekten vor- 
zunehmen. Ks sollte damit mit Sicherheit an einem Ferment- 
prozeB festgestellt werden, wie weit die aus Reagenzglas- 
versuchen stets gezogenen Schliisse auf Kigenschaften, die dem 
Enzym an sich zukommen, berechtigt sind, und ob diese auch 
bei Milieuvariation bestehen bleiben. Derartige Beobachtungen 
bei anderen Enzymreaktionen werden an entsprechender Stelle 
niher beriicksichtigt werden. 
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Uber Peroxydase. 
Il. Mitteilung, 


Das Verhalten des peroxydatischen Fermentes bei Variation 
des Oxydationsobjektes. 
Von 
H. W. Bansi und H. Ucko. 


(Aus der I. med. Universititskiinik, Berlin. Direktor: Geh. Rat His.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1926.) 


Die von uns in unserer I. Mitteilung genau beschriebenen 
drei Methoden zur quantitativen Peroxydasebestimmung 
fanden ihre erste Anwendung bei der Untersuchung verschie- 
dener Enzympriaparate hinsichtlich ihrer Wirksamkeit. In der 
Literatur iiber die Peroxydase existieren nur wenige Angaben 
iiber die Stirke der von den Autoren benutzten peroxydatisch 
wirksamen Priiparate. Bach und Chodat maBen das Oxy- 
dationsvermégen ihrer Pflanzenausziige nach der Menge des 
in einer bestimmten Zeit gebildeten Purpurogallins. Dasselbe 
Prinzip verwandte Willstitter, der den Wert seiner Pripa- 
rate in einer Anordnung bestimmte, wie sie in unserer I. Mit- 
teilung niaher beschrieben worden ist. Willstitter, fiir. den 
bei seinen Reinigungsversuchen eine genaue Mafeinheit be- 
sonders wichtig war, hat das von Bach und Chodat verwendete 
Verfahren der Purpurogallinausbeute ganz allgemein durch- 
gefiihrt und in dem Begriff der ,,Purpurogallinzahl« die Grund- 
lage fiir das MaB der peroxydatischen Kraft verschiedener 
Fermentpriiparate geschaffen. Ferner haben in neuerer Zeit 
Bach und Zubkowa das Guajacol als Testobjekt zur Be- 
stimmung der peroxydatischen Fahigkeiten des Blutes benutzt. 
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Pflanzliche Peroxydase ist mit dieser Methode von quantitativen 
Gesichtspunkten aus bisher nicht untersucht worden. 

Um genauere Studien iiber die physikalisch - chemischen 
Kigenschaften des peroxydatischen Fermentes vornehmen zu 
kénnen, mufte festgestellt werden, in welcher Beziehung die 
Kinwirkung von Fermentpriparaten verschiedener Starke und 
Reinheit auf den Umsatz unserer Testobjekte stand. 

Die von uns benutzten fermentativ wirksamen Extrakte 
wurden in eine solche Verdiinnung gebracht, daB in der Regel 
1ecm der Lésung in 5 Minuten nicht mehr als 100mg Pur- 
purogallin bildete, da bei stirkerer Konzentration unsere colori- 
metrische Methodik schlechtere Resultate ergab. AuBerdem 
erstreckten sich die Untersuchungen sowohl auf gereinigte 
Fermentpraparate wie auf einfache, mittels der Buchnerpresse 
sewonnene WurzelpreBsitte. Die Reinigung wurde auf die 
verschiedenste Weise vorgenommen. Im ganzen ergaben unsere 
Reinigungsversuche trotz besonderer Sorgfalt nicht sehr be- 
friedigende Resultate. Uber die genauere Technik der Reini- 
cungsmaBnahmen verweisen wir auf die Willstatterschen 
Arbeiten. Wir stellten unsere Priparate teilweise nach dessen 
Vorschriften her. Auch bei uns zeigte sich wiederholt wahrend 
der verschiedenen Prozeduren ein ritselhaftes Verschwinden 
von erheblichen peroxydatischen Wirkungskriften, wie dies 
Willstatter ebenfalls beschrieben hat. Hiufig versagte auch 
die Adsorption, sowohl die mittels Kaolin wie die mittels 
Aluminiumhydroxyd. Zur Verwendung gelangte das von der 
Klektrosmose-Gesellschaft gelieferte Kaolin; das Aluminium- 
hydroxyd war von uns nach den Angaben Willstitters her- 
gestellt worden.?) 


Wir gingen ferner noch so vor, dai wir aus ein- 
fachen PreBsiiften die Peroxydase zusammen mit Pflanzen- 
schleimen und dhnlichen Bestandteilen mittels der fiinffachen 
Menge absoluten Alkohols ausfillten und aus diesem Nieder- 


1) Unterschiede beziiglich der adsorptiven Kraft von Aluminium- 
hydroxyd, das véllig elektrolytfrei war und von aluminiumsulfathaltigem 
konnten wir kaum feststellen. 





i 
: 
: 
| 





216 H. W. Bansi und H. Ucko, 


schlag nach seiner Auflésung in Wasser das Ferment dure) 
Adsorption zu reinigen suchten. Endlich benutzten wir zur 
Reinigung verschiedener Fraktionen noch die Elektrodialyse. 

Unsere Beobachtungen iiber das Altern der Ferment- 
priiparate werden bei den einzelnen Protokollen beriicksichtigt. 

Es sei nur noch allgemein die auffallende Tatsache er- 
wihnt, daB unreine Priparate eine erhebliche Wirksamkeits- 
steigerung bei eintretender Giirung der Safte aufwiesen. Die 
Girung zerstért also das Ferment selbst zunichst nicht, sie 
mu8 vielmehr, vielleicht durch Sprengung noch bestehender 
organischer Bindungen, fermentativ wirksame Bestandteile frei 
machen. Es ist daran zu denken, den Girungsvorgang zur 
AufschlieBung des Pflanzenmaterials auch bei Isolierung anderer 
Fermente zu verwenden. 


Im folgenden werden nur die Priparate beriicksichtigt, 
deren Wirksamkeit mit zwei oder drei der in unserer I. Mit- 
teilung beschriebenen Methoden untersucht worden ist. 


Priparat XII, 

2 kg Meerrettichwurzeln wurden in der Fleischmaschine zerkleinert, 
mit 1'/, Liter destilliertem Wasser versetzt, 24 Stunden stehen gelassen 
und bei einem Druck von 100 Atmosphiiren in der Buchnerpresse aus- 
gepreBt. Der trockne Riickstand wurde fein verteilt und abermals fiir 
24 Stunden eluiert, unter denselben Bedingungen ausgepreBt und der so 
gewonnene 2. Extrakt dem ersten hinzugefiigt. Wir erhielten hierbei 
nach Filtrieren einen goldgelben, klaren Saft, der im Eisschrank aut- 
bewahrt wurde und sich nach einigen Tagen zu triiben begann. 

30. 11. 25. 0,4 cem dieses Extraktes bildeten in 5 Minuten bei 
Einwirkung auf 1g Pyrogallol, 10 mg H,O, in 400 cem Aq. dest. 25,6 ing 
Purpurogallin. Die auf 1cem Prebsaft bezogene Purpurogallinzahl war 64. 

0,4 cem des Priparates oxydierten in 5 Minuten in einem Medium 
von 50 mg Guajakol, 10 mg H,Q, in 400 ccm Wasser 26,4 mg Guaja- 
col. Guajacolzahl (bezogen auf 1 ccm) 66. 

6. 12. 25. Die Purpurogallinzahl desselben PreBsaftes betrug 77. 


Priparat XIII. 
Auf gleiche Weise hergestellt wie Priiparat XII. 
24. 12. 25. Purpurogallinzahl 9s. 
Die Gujakolzahl dieses Fermentes wurde am 6. 1. 26 festgestellt 
und war 45,6. Dieser Extrakt, der sich nach dem Filtrieren sehr schnell 
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triibte und in dem groBe Mengen schleimartiger Substanzen ausfielen, 
zeigte ein besonders rasches Absinken seiner Oxydationskraft. 
24. 1. 26 (nach 1 Monat). Purpurogallinzahl: 38. 
Guajacolzahl: 27. 
Priparat XV. 
Einfacher PreBsaft. 
18. 1. 26. Purpurogallinzahl: 46. 
Kresolzahl: 44. 
(1 eem Fermentsaft bildete in 5 Minuten in einem Medium von 
1g Kresol, 400 ecm Wasser und 10 mg H,O, die Farbtiefe 44). 


Priparat XVIL. 

Ein auf oben beschriebene Weise dargestellter PreBsaft wurde mit 
der fiinffachen Menge absoluten Alkohols gefillt, der Niederschlag in 
Wasser aufgelést und filtriert. 

13. 2. 26. Purpurogallinzahl: 144. 

Guajacolzahl: 55. 


Priparat XVIII. 

Ein dureh Alkoholfallung gewonnenes Priiparat wurde mit Kao- 
lin adsorbiert und eluiert. 

15. 2. 26, Die Purpurogallinzahl betrug 79. die Guajacolzahl 32. 
Die Kresolzahl wurde im Verlauf einer Versuchsreihe mit p,;,-Variationen 
bestimmt und war bei einer py, von 5,1 68, also etwas niedriger als 
zu erwarten war. (py des ungepufferten Mediums = 4,7. Niheres siehe 
III. Mitteilung.) 

Priparat XXL. 

Einfacher PreB8saft. Purpurogallinzahl: 80. Dieser Prefsaft fiel 
durch die auffallend geringe Kresolzahl von 32 auf. Die Oxydations- 
kraft fiir Kresol stieg in unerklirlicher Weise nach kurzer Zeit plotz- 
lich auf 64, wihrend die gleichzeitig festgestellte Purpurogallinzah! nur 
auf 83 angewachsen war. Im weiteren Verlauf sank die Purpurogallin- 
zahl auf 60 und die Kresolzahl auf 42. Nie erreichte dieses Priiparat 
fiir Kresol die gleiche Oxydationswirksamkeit wie fiir Pyrogallol. 


Priparat XIX. 
PreBsaft. 24. 2. 26. Purpurogallinzahl: 62. 
Guajacolzahl: 65. 
Kresolzahl: 49. 


Priparat XX. 
Mit Alkohol gefallter PreSsaft wurde mit Aluminiumhydroxyd ad- 
sorbiert und eluiert. Die Wirksamkeit war auffallend gering. 
oper 


24. 2. 26. Purpurogallinzahl: 35. 
Guajacolzahl: 16. 
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Praparat XXII. 
Mit Alkohol ausgefillter PreBsaft. 
Purpurogallinzahl: 47. 
Guajacolzahl : 54. 
Kresolzahl: 47. 


Praparat XXIII. 


Die zweite Alkoholfillung dieses PreBsaftes ergab eine geringe 
Fermentausbeute. 


Purpurogallinzahl: 10. 
Guajacolzahl: d. 
Kresolzahl: 10. 


Priparat XXIV. 


Ein mit Alkohol gefallter und zweimal mit Aluminiumhydroxyd 
adsorbierter PreBSsaft. 


Purpurogallinzahl: 654. 
Kresolzahl: b4. 


Priparat XXV. 


PreBsaft. 14, 5. 26 18. 5. 26 
Purpurogallinzahl: 29 30 
Guajacolzahl: 34 aie 
Kresolzahl: 30 30. 


Praiparat XXVa. 
Derselbe PreBsaft, mit Alkohol ausgefallt. 
29. 5. 26. Purpurogallinzahl: 17. 
Kresolzahl: 16. 
Guajacolzahl : 11. 


Zusammenfassend liBt sich sagen, daB die Kresolzahl 
eines Enzympraparates in der Regel mit seiner Purpurogallin- 
zahl iibereinstimmt, wie dies nach unserer Versuchsanordnung 
im Zusammenhang mit der Definition der Purpurogallin- und 
Kresolzahl zu erwarten war. 

Ein Teil der bisweilen vorhandenen geringfiigigen Ab- 
weichungen ist wohl auf methodische Ungenauigkeiten zuriick- 
zufiihren. Die einzige von uns beobachtete Ausnahme bildete 
das Fermentpriparat XXI. Dieses Priparat hatte einige Wochen 
hindurch eine Kresolzahl von $2 und eine Purpurogallinzahl von 
80, ohne daB wir dieses merkwiirdige Verhalten erkliren konnten. 











Uber Peroxydase. 219 


Innerhalb weniger Tage stieg dann die Kresolzahl auf 64 bei 
fast unverindert gebliebener Purpurogallinzah]. Da es sich bei 
dem Praparat um einen einfachen PreBsaft handelte, war die 
Ursache nur in einem besonderen Verhalten des zur Verwen- 
dung gekommenen Wurzelmaterials zu suchen. Es ist daran 
zu denken, dab die Jahreszeit dabei eine Rolle spielte. Immer- 
hin bleibt sowohl der auBerordentlich geringe Kresolumsatz 
dieses Saftes wie der plétzliche Anstieg der Kresolzahl vdllig 
unerklarlich. Man kann also sagen, daB die nach 5 Minuten 
umgesetzten Mengen an oxydabler Substanz sich bei Kresol 
und Pyrogallol durchaus entsprechen und zwar unabhingig von 
der Reinheit der Praiparate und den zur Reinigung vorgenom- 
menen MafSnahmen. Der zeitliche Verlauf der Oxydationen 
ist jedoch bei beiden Objekten ein durchaus verschiedener, so 
daB ein Vergleich der Umsatzquantititen nur nach einer Ver- 
suchsdauer von 5 Minuten erfolgen kann. (Genaueres siehe 
III. Mitteilung.) 

Anders liegen die Verhiltnisse bei der Guajacoloxydation. 
Bei den durch Pressen der Wurzeln zunichst erhaltenen Fer- 
mentsiften (Priparat XU, XIX, XXV) lag die Guajacolzahl 
etwa in derselben GréBenordnung wie bei den anderen Wirk- 
samkeitszahlen, und zwar ist die oxydierte Guajacolmenge um 
durchschnittlich 5—15°/, héher als die in der gleichen Zeit 
gebildete Purpurogallinmenge. Wichtig ist das Verhalten der 
Umsatzquantitiiten beim Altern der Enzympriparate. Als Bei- 
spiel hierfiir kann das Priparat XIII dienen. Im Laufe eines 
Monats sank die P. G. Z. von 98 auf 33. Die G. Z., die aus 
anderen Griinden nicht gleichzeitig bestimmt werden konnte, 
betrug nach etwa 14 Tagen 46. Zu der Zeit, als das Pri- 
parat 383mg Purpurogallin bildete, war die G. Z. 27, und sie 
betrug bei einer P. G. Z. von 13 noch 19. Man ersieht daraus, 
daB die Abnahme der Wirksamkeit bei der Oxydation von 
Pyrogallol und Guajacol nicht gleichsinnig verliuft, sondern 
daB die P.G.Z. beim Altern des Enzymes erheblich 
schneller absinkt als die G. Z. 

Im iibrigen aber konnten wir feststellen, daB die Mehr- 
zahl der Priiparate beim Aufbewahren im Eisschrank nur lang- 
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sam an Wirksamkeit verloren. Willstitter beobachtete nach 
dem Auflésen der Enzyme das Auftreten zweier Aktivitiits- 
maxima nach 7 Stunden und 5 Tagen. Ahnliche Schwankungen 
finden sich auch bei tiber liingere Zeit ausgedehnten vergleichen- 
den Untersuchungen. Ein am 12. 10. 26 hergestellter PreBsaft 
wies folzende Schwankungen seiner P. G. Z. auf. 





Tabelle I. 
Tage nach 
P..G, Z. 
der Auflésung ° 
0 88 
7 82 
11 79 
21 90 
30 85 
46 &3 
64 72 





Besonders bemerkenswert ist aber das Verhaltnis der G. Z. 
zu den beiden anderen Umsatzzahlen bei der Reinigung der Prii- 
parate. Schon wenn ein Teil der Begleitstoffe durch Alkohol- 
fillung beseitigt wird, sinkt der Guajacolumsatz betriichtlich, 
und bei den reinsten Priparaten, die nach Adsorption 
durch Kaolin oder Aluminiumhydroxyd erhalten wurden, ver- 
hilt sich die P.G.Z. zur G.Z. wie 1:7/, (2. B. Prap. XVIII 
und XX). Es folgt daraus, da& im Gegensatz zur Kresol- 
und Pyrogalloloxydation der fermentative Einflu8 auf das Gua- 
jacol zu einem Teil durch die bei der Reinigung in Weefall 
geratenden Begleitstoffe zuriickzufiihren ist. Weiterhin ergibt 
sich, daB die G.Z. kein MaB fiir die Wirksamkeit eines 
Knzympriparates im engeren Sinne darstellen kann. 
Welche Komponenten diese Guajacoleinwirkung hervorrufen, 
k6nnen wir nicht mit Sicherheit sagen, jedoch geht aus Ver- 
suchen, die an anderer Stelle Beriicksichtigung finden werden, 
hervor, daB offensichtlich der nicht unerhebliche Hisengehalt 
der Begleitstoffe dafiir verantwortlich zu machen ist. 

Tabelle II gibt eine Zusammenstellung der Wirksam- 
keitszahlen unserer Fermentpriiparate: 
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Tabelle Il. 























Datum | Prip.-Nr. PreBsaft P.G. Z. | Kres. Z. | G. Z. 
30. 11. 257 XII Prebsaft 64 66 
24. 1. 26 XIII ‘i 33 — 27 
18. 1. 26 XV ‘i 46 44 —_ 
24, 2. 26 XIX . 62 59 65 
12. 10. 25 XXI re 80 82! — 
OT. 11. 25 : : 83 64 oa 

” 14. 5. 26 XXV . 29 30 34 
13. 2. 26 | XVII mit Alkohol ge- 144 — 53 
fillter PreBsaft 
15. 2. 26 | XVIII dsgl. nach Kao- 79 = [68 (gepuffert 33 
linadsorption auf py; 5,1) 
24, 2. 26 XXII mit Alkohol ge- 4G 47 54 
fillter PreBsaft 
24.2. 26 | XXIII | PreBsaft 2. Failg. 10 10 5 
9. 5. 26 XXVa dasselbe 17 16 11 
24. 2. 26 XX mit Alkohol ge- 33 -- 16 
fallter, mit Alu- 
miniumhydroxyd 
adsorb. PreBsaft 
Zusammenfassung. 


1. Die Pyrogallol- und Kresolzahlen von Fermentpriipa- 
raten verschiedener Herstellung und verschiedenen Reinheits- 
grades verhalten sich auch bei verschiedenem Alter gleichsinnig. 
(Versuchsanordnung siehe I. Mitteilung.) 

2. Die G.Z. sinkt beim Altern der Enzympriparate lang- 
samer ab als die P.G. Z. 

3. Die Guajacolzahl ist bei nicht gereinigten Praiparaten 
etwa 5—15°/, hoher als die P.G. Z. Sie sinkt dagegen beim 
Reinigen der Priiparate und kann nach wiederholter Adsorption 
bis zur Hilfte der P.G. Z. abnehmen. Es ergibt sich daraus, 
da8 die Gujacoloxydation teilweise durch dem Enzym anhat- 
tende Begleitstoffe hervorgerufen wird, wobei das in den Ver- 
unreinigungen vorhandene Eisen offenbar eine wesentliche Rolle 
spielt. 

(Wegen der Literatur verweisen wir auf unsere 1. Mit- 
teilung.) 











Stickstoffgleichgewicht in Hefezellen. 
Von 


Hans vy. Euler und Hermann Fink. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1926.) 


Viele Forscher, unter welchen Pasteur, Ad. Mayer, 
Rubner, H. Pringsheim, N.N.Iwanoff und L. Iwanoff 
zu nennen sind, haben den Wandlungen der Eiweifstoffe in 
der Hefe eingehende Versuche gewidmet. DaB aus diesen 
zum groBen Teil sehr wertvollen und grundlegenden Arbeiten 
nur wenig tibereinstimmende generelle Ergebnisse iiber das 
Stickstoffgleichgewicht hervorgingen, beruht wohl darauf, dab 
die Fragestellung zu allgemein war. An der Hydrolyse und 
Synthese der Proteine, am Aufbau und Abbau der Amino- 
siuren und an der Bildung und Spaltung  stickstoffhaltiger 
Ringsysteme sind viele Substrate, viele Zwischenprodukte und 
viele Katalysatoren beteiligt. Wie bereits friiher gelegentlich 
orientierender Messungen betont wurde'), ist das Verhiltnis 
zwischen HiweiBsynthese und EiweiBhydrolyse bei der Garung 
keineswegs konstant. ,,Wie sich der Stickstoffumsatz waihrend 
der Girung gestaltet, hangt von zahlreichen Faktoren ab, von 
denen die Zusammensetzung der Nahrlésung, die relative Menge, 
die Vermehrungsfihigkeit und das Alter der Hefe, die Gardauer 
und die untersuchte Girungsphase die wichtigsten sind.“ Die 
in einer vorliufigen Mitteilung erwihnte Notwendigkeit, diese 
Umstiinde genau zu prizisieren, mag hier nochmals betont 
werden. 

An dem Problem des Stickstofigleichgewichtes in Hete- 
zellen, das von so vielen Gesichtspunkten aus Bearbeitung 





1) Euler u. V. Sandberg, Diese Zs. Bd. 146, 8. 290 (1925). 
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durch Physiologen und Chemiker gefunden hat, interessiert 
uns in erster Linie die Rolle der am Aufbau und Abbau 
der Proteine und Aminosd&uren beteiligten Enzyme. 
Gleich einleitungsweise wollen wir hier zwei Fragestellungen 
getrennt formulieren. 

I. Wie vollzieht sich der Aufbau des zur Neubildung von 
Zellen erforderlichen HefeneiweiBes? Die zuniichst zu _be- 
schaffenden Voraussetzungen fiir eine schlieBliche Lésung dieses 
Problems liegen in der Aufklirung, wie die Bausteine der 
KiweiBmolekiile aus dem Stickstoffmaterial der  giirenden 
Lésungen gebildet werden. Wir haben also hier eine groBe 
Reihe von Spezialfragen vor uns, von welchen einzelne bereits 
an anderem Material als Hefe eingehend diskutiert und mit 
Erfolg bearbeitet worden sind — wir erinnern nur an die 
Arbeiten von Schulze, von Prjanischnikow und von 
N.N. Iwanoff — Fragen, welche aber, was die notwendige Be- 
teiligung der Enzyme und anderer Aktivatoren betrifit, noch 
wesentlicher Aufklirung bediirfen. 

Besonders erwihnen wir hier den friiher noch gar nicht 
bearbeiteten Ubergang von Aminostickstoff in Ringstickstoff, 
also die enzymatische Bildung heterocyklischer Ringsysteme, 
iiber welche wir bald einige Mitteilungen machen werden. 

Il. Welche Schwankungen erleidet das Stickstoffgleich- 
gewicht der Hefe in den Perioden der Girung und Atmung? 
Es dirfte nunmehr kaum bezweifelt werden kénnen, da die 
proteolytischen Enzyme der Hefe imstande sind, die relativen 
Konzentrationen von Aminosiiuren, Peptiden, Peptonen und 
eigentlichen Proteinen in beiden Richtungen zu verschieben. Die 
Bedingungen, unter welchen Synthese oder Hydrolyse eintritt, 
sind ganz unbekannt, wie auch iiber die Lage des nicht- 
enzymatischen Gleichgewichts in vitro keine exakteren Anhalts- 
punkte vorliegen, als die Tatsache, daB Erhitzen mit Mineral- 
Siiuren zu einem sehr weitgehenden, nahezu vollstiindigen 
Abbau der Proteine zu Aminosiiuren fiihrt. 

In der lebenden Zelle sind diese Gleichgewichtsschwan- 
kungen (auBer an Aciditiitsverschiebungen) vermutlich an 
Anderungen des osmotischen Druckes der Komponenten ge- 
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kniipft, und dadurch an das Auftreten solcher Molekiile oder 
Molekiilreste, welche mit den EKiweiBkomponenten oder deren 
niichsten Derivaten in Reaktion treten. Vor allem muB der 
aufgenommene Sauerstoff als ein wichtiger, wenn nicht aus- 
schlaggebender Faktor bei der Bestimmung der Reaktions- 
richtung — Abbau oder Aufbau — angesehen werden?), und 
es erscheint als eine der wichtigsten Aufgaben, den Weg aus- 
tindig zu machen, auf welchem der Sauerstoff durch Beein- 
flussung der Enzyme und Co-Enzyme im allgemeinen die Syn- 
these beférdert. wihrend der EiweiBabbau mit der anaeroben 
Zuckerspaltung verkniipft ist. 

Wenden wir uns nun zunichst dem zweiten der beiden 
hier getrennt formulierten Probleme zu. 

Schon durch das Studium der alteren Arbeiten von Pasteur 
und Ad. Mayer diirfte es klar werden, daB im Verlauf der 
totalen Giirung je nach dem Wachstum der Hefe und je nach 
dem Zucker- und Stickstofigehalt der Nahrlésung Eiweib- 
synthese und Eiwei8spaltung eintreten kann. Nur sehr ver- 
feinerte und eingehende analytische Untersuchungen werden 
spiiter vielleicht aufklaren kénnen, wie sich der Gesamteffekt 
aus den synthetischen und hydrolytischen Teilreaktionen zu- 
sammensetzt. 

In diesem Sinne fiuBert sich auch Rubner in seiner um- 
fassenden Arbeit: ,,Die Ernihrungsphysiologie der Hefezelle bei 
der alkoholischen Girung.“ 

,»soweit sich aus Versuchen von Pasteur fiir die hier 
interessierenden Verhiltnisse ein SchluB ziehen laBt, kann man 
nur sagen, daB bei Anwendung gréBerer Hefemengen zur Girung 
ein gréBerer N-Verlust einzutreten scheint; aber es ist nicht 
gewiB, ob wir diese Versuche wirklich als Beispiele reinen 
Girverlustes ansehen diirfen. Sonstige verwendbare Angaben 
quantitativer Natur habe ich nicht finden kénnen; denn der 
bloBe Nachweis, daB Hefe wihrend der Girung N ver- 
liert, ist ein mehrdeutiger, weil da doch kombinierte Zu- 


') Siehe hierzu auch die alteren Versuche von Hyde, Jl. Inst. of 
Brew. Bd. 1, 8. 380 (1895). 
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stiinde vorliegen kinnen, neben einem Verlust durch Girung 
ein N-Zerfall rein autolytischer Natur bei anderen Zellen, wenn 
die Zuckermenge zu einer gleichmiBigen Ernihrung aller Zellen 
nicht hinreicht.‘ 

Die Schwierigkeiten, die sich gegenwirtig noch einem 
weiteren Kindringen in die das Stickstoffgleichgewicht be- 
stimmenden Teilreaktionen entgegenstellen, werden auch aus 
den eingehenden Untersuchungen von H, Pringsheim und von 
N. N. Iwanoff deutlich. 

Aus seinen eigenen Versuchen zog der erstgenannte 
Forscher’) folgende allgemeinen SchluBfolgerungen: Die Giir- 
wirkung wachsender Hefe steigt bei Pepton als Stickstoffquelle 
mit wachsender Stickstoffkonzentration. 

Bei Leucin, Asparagin und schwefelsaurem Ammoniak 
verringert sich die Girwirkung mit steigender Stickstoff- 
konzentration der Nihrlésung von einem Minimum der Stick- 
stoffgabe an, das offenbar fiir die Ernihrung der Zellen nicht 
mehr ausreicht. Denn die bei diesem Minimum gebotene 
Stickstoffabgabe wurde beim schwefelsauren Ammoniak, bei 
dem das ja nur bestimmt werden konnte, von der Hefe ganz 
verbraucht. Dieses Minimum der ausreichenden Stickstoffgabe 
und Maximum der Garwirkung liegt beim Leucin, Asparagin 
und schwefelsauren Ammoniak nahe bei 0,008°/, Stick- 
stofi, Bei diesen drei Stickstoffquellen wird nicht nur die 
relative, sondern auch die absolute Intensitit des Girverlaufs 
ziemlich unabhiingig von der Form der Stickstoffquelle.“ 

Bel der optimalen Stickstoffgabe der drei letztgenannten 
Stickstoffquellen wirkt Pepton viel schlechter als diese auf den 
Girverlauf, Der héchste édkonomische Faktor, d. h. schnellster 
Girverlauf mit geringster Stickstoffgabe, wird also nicht 
beim Pepton, sondern mit Asparagin erzielt. ..... a 

Leucin wirkt mit steigender Konzentration hemmend aut 
die Girwirkung abgetéteter Hefe. 

Mit steigender Peptonkonzentration steigert sich auch die 
Zahl der geernteten Hefezellen analog der Steigerung der 





1) H. Pringsheim, Biochem. Zs. Bd. 3, S. 121 (1907). 


. 
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Girwirkung. Bei allen drei Stickstoffquellen lag die giinstigste 
Konzentration fiir Aufzucht der gréBten Zellenzahl bei 0,0321°), 
Stickstoff. Da das Maximum fiir die Girwirkung nahe bei 
0,008°/,, also dem vierten Teile lag, so fallt Optimum der 
Girwirkung und des Wachstums nicht zusammen. 

Der Stickstoffgehalt der Hefenernte ist von der Konzen- 
tration der Lésung an Stickstoff ziemlich unabhingig, jeden- 
falls viel unabhangiger als der Stickstoffverbrauch der Hefe 
waihrend der Girung. Das findet seine Erklirung in dem Aus- 
tritt von Stickstoff aus der Hefe wihrend der Girung, der 
deshalb bei der Bestimmung des Verbrauchs immer beriick- 
sichtigt werden mu. Dieser kann bei Wachstum minimaler 
Einsaat wihrend der Girung den Stickstoffgehalt der Hefe 
um ein mehrfaches iibertreffen. Diese am Ammoniak als 
Stickstoffquelle gewonnenen Resultate sagen weiter aus, dab 
der Verbrauch des Ammoniaks und der Austritt von Stickstoff 
aus der Hefe mit wachsender Stickstoffkonzentration der Nihr- 
lésung zunimmt. 0,004°/, N wird bei Vergirung einer 15°/,igen 
Zuckerlésung bei den drei verschiedenen Hefetypen (Frohberg- 
hefe, Logoshefe und Weinhefe) ganz ausgenutzt. 

N. N. Iwanoff?!) spricht sich in seiner sehr griindlichen 
Experimentaluntersuchung iiber die allgemeine Frage des Ei- 
weiBstoffwechsels in der girenden Hefe folgendermafen aus: 

»findet nun in lebenden Hefen wihrend der Girung nicht 
nur Synthese sondern auch Zerfall von Eiwei8 statt? Die Ent- 
scheidung dieser Frage ist bedeutend erschwert, wenn die 
Zuckergirung in Gegenwart stickstoffhaltiger Substanzen statt- 
findet; in diesem Fall ist es nach Beendigung des Versuches 
fast unméglich zu berechnen, welcher Teil des stickstoffhaitigen 
Materials den Ursprungssubstanzen angehért, und welcher sich 
als Produkt des Zerfalls des HefeneiweiBes gebildet hat. Die 
Girung der Hefe in Zuckerlésungen bietet jedoch die Méglich- 
keit, den stattgefundenen Zerfall des EiweiBes aus den Pro- 
dukten zu bestimmen, welche sich in der girenden Fliissigkeit 
gebildet haben. Stellen wir fest, daB das Kiweib wihrend der 





1) N. N. [wanoff, Biochem. Zs. Bd. 120, 8S. 25 (1921). 
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Garung zerfallen ist, so kénnen wir wieder nicht bestimmen, 
ob die erhaltenen Zersetzungsprodukte aus abgestorbenen 
Hefezellen herriihren, oder als Resultat der Lebenstitigkeit 
der Hefe wihrend der Girung entstanden sind.“ 


Wie gleich hier erwahnt werden mag, kommt N. N. Iwanoff 
auf Grund seiner eigenen Versuche in gewissem Gegensatz zu 
Leonid Iwanoff zum Ergebnis, dab waihrend der Girung 
in Zucker EiweiBzerfall stattfindet. 


Zum Teil liegen die einander widersprechenden Ergeb- 
nisse verschiedener Forscher an der gewihlten Methodik oder 
genauer ausgedriickt daran, daB aus den angestellten Experi- 
menten weitergehende Schliisse gezogen wurden, als die 
Methodik zulieB. Ganz besonders gilt dies hinsichtlich der 
Verwendung der Stutzerschen Fiillungsmethode mit Kupfer- 
hydroxyd, welche L. I[wanoff zu vielen seiner Versuche ver- 
wendet hat. 


Leonid Iwanoff war bekanntlich in einer sehr interes- 
santen Untersuchung zum Resultat gekommen, da bei der 
Girung Kiweifspaltung nicht statthat, sofern man von 
der bei langer Giirungsdauer eintretenden ,,Krschépfung“ der Hefe 
absieht, welche allerdings mit einem Stickstoffverlust verkniipft 
ist. In der Beurteilung der Arbeit von L. Iwanoff schreibt 
Pringsheim (a. a. O. S. 158) mit Recht: ,,Theoretisch wichtig 
an Iwanoffs Versuchen ist, daB der Zusammenhang zwischen 
KiweiBzerfall und Giarung nur ein loser ist.“ 


Trotz der sehr wertvollen und umfangreichen Pionierarbeit, 
welche auf diesem Gebiet geleistet worden ist, steht das Problem, 
durch welche enzymatische Reaktionsfolgen die giirende und 
wachsende Hefe ihr Eiwei8 aufbaut, erst in den Anfingen. 


In den vorliegenden Versuchen sind wir insofern einen 
Schritt weiter gegangen, als wir uns nicht nur an den Ge- 
samtstickstoff und an Fallungsreaktionen fiir Eiweif® gehalten 
haben, sondern die Charakterisierung des von der Hefe aul- 
genommenen und abgegebenen Stickstoffes wenigstens in grofen 
Ziigen und unter Beriicksichtigung der N-Ringbildungen in 
Proteinen versucht haben. 
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Zur Methodik. 


Unsere Versuchsmethodik schloB sich zunichst an die bei 
den Vorversuchen verwendete an. 

Es wurde also der Gesamtstickstoff nach der Mikro- 
Kjeldahlmethode unter Einhalten der von Pregl gegebenen 
Vorschrift bestimmt; das abdestillierte Ammoniak wurde jodo- 
metrisch titriert. Das Ammoniak wurde aufgenommen in 3 bis 
6 ccm n/20-HCl, mit KJ und KJO, versetzt und mit n/20- 
Natriumthiosulfat unter Zusatz von Stirke zuriicktitriert. 

Der Aminostickstoff war friiher nach van Slyke bestimmt 
worden, und diese Methode haben wir beibehalten, aber es 
erwies sich notwendig, dieselbe zu kontrollieren und wir haben 
deshalb vergleichende Versuche mit der Formoltitration von 
Sérensen angestellt. Es legt namlich bei der Verwendung 
der van Slykeschen Methode die Méglichkeit vor, da& wih- 
rend der Bestimmung eine Hydrolyse des EiweiBes eintritt. 

Gegeniiber den Vorversuchen wurde auch die Genauigkeit 
erhéht durch Verwendung von Auswaschmikropipetten nach 
Pregl, da bei Benutzung gewoéhnlicher 2 ccm-Pipetten ein 
Fehler von 0,5—1°/, leicht eintreten kann. 

Zur Kritik der Methodik ist noch hinzuzufiigen, daB es 
fraglich ist, ob der Aminostickstoff im Innern der Zelle durch 
die relativ kurze Kinwirkung der salpetrigen Saure bei der 
van Slykemethode quantitativ bestimmbar ist. 

Da Glykokoll und Glycylpeptide nach van Slyke fehler- 
hafte Resultate liefern, wurden in Abinderung der Vorversuche 
andere Aminosiiuren, besonders Alanin verwendet. 

Methodik der Tryptophanbestimmung nach Firth?) vgl. 
S. 230. 

Vergleich der Methoden von van Slyke und von Sorensen zur 
, Bestimmung von Aminostickstoff. 

In den Lésungen des 5. Versuches (vgl. 8S. 240) wurde der 
Amino-N-Gehalt nach van Slyke und nach Sérensen be- 
stimmt. Bei Anwendung der Methode von Sérensen?) hielten 





1) Firth u. Mitarb., Biochem. Zs. Bd. 109, S. 108, 124—152 (1920); 
Bd. 146, S. 275 (1924). 
*) S6rensen, Biochem. Zs, Bd. 7, 8.45 (1907). 
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wir uns in bezug auf die Entfernung von Carbonaten und 
Phosphaten aus der Lésung an die Vorschrift von Henriques 
und Sorensen * 








Clkidanne mg Amino-N, bestimmt nach 
Stunden van Slyke Z -Sdrensen (J esse n-Hansen) 
181,0 | 194, 0 
162,7 | 162,0 
24 150,6 151,6 
48 105,3 | 105,9 





Eine befriedigende 7 —— wurde bei unserer 
Laboratoriumstemperatur 14—15° (Wintermonate) erzielt fiir 
eine Schiitteldauer von 8 Minuten. 


Bestimmung des Peptidstickstoffs. 

Der Peptidstickstoff ist detiniert als die Differenz zwischen 
dem Aminostickstoff vor und nach der Hydrolyse. 

Zur Hydrolyse wurden bei Versuch 5 und 6 20 ccm der 
Hefesuspension bzw. der Liésung mit gasférmiger HCl bei 15° 
gesittigt und 6 Stunden am RiickfluBkiihler auf dem Wasser- 
bade gekocht. In Vorversuchen war ermittelt worden, daf 
nach dieser Zeit keine wesentliche Zunahme des Aminostick- 
stoffs mehr eintritt, selbst nicht nach 16 Stunden. Die iiber- 
schiissige Salzsiure wird dann im Vakuum verjagt und der 
Ammoniakstickstoff wurde nach Kriiger-Reich?’) bestimmt. 

Fiir die Hefesuspension vom 5. Versuch nach 8 und 
24 Stunden ergaben sich folgende Werte des Gesamt- und 
Ammoniakstickstoffs nach der Hydrolyse, berechnet auf 100 ccm 
(carmischung: 

















Girungsdauer a enthiilt | ‘it 
(5. Versuch) Ammoni ak- N | in °/, des 
¢ 0 
‘<a Stunden mg Gesamt-N ing Ammoniak-N Cesamt-N 
g 130,4 | 3,3 2,58 
24 145,4 | 3,2 2,20 
48 175,6 | 11,7 | 6,67 





) Henriques u. Sdrensen, Diese Zs. Bd. 64, 8. 129 (1910). 
*) Vgl. Diese Zs. Bd. 39, 8.170 (1903), sowie V. Henriques und 
S. P. L. S6rensen, Diese Zs. Bd. 64, 8. 137 (1910). 


* 
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In Anbetracht dieses geringen Gehaltes der Hydrolysate 
an Ammoniakstickstoff haben wir bei der Mehrzahl der Ver- 
suche von dem umstindlichen Abtreiben des Ammoniaks vor 
der Amino-N-Bestimmung abgesehen. Nach van Slykes 
eigener Erfahrung und Angabe kénnen bei Gegenwart geringer 
Ammoniakmengen nach seiner Methode Ammoniak- und Amino-N 
gleichzeitig bestimmt werden, und vergleichende Versuche liefern 
gute Resultate.") 

Nach dem Entfernen der Salzsiure im Vakuum wurde 
mit konz. Na-Acetatlésung die Mineralsaéure vollstiindig ab- 

: gestumpft, worauf die Lésung auf 25 ccm aufgefiillt wurde. 
| Von dieser Lisung wurden dann Proben yon je 2 ccm zur 
Mikro-van Slykeanalyse verwendet. 


Tryptophanbestimmung. 


Durchwegs wurde die von Firth?) und Mitarbeitern zur 
quantitativen Methode ausgearbeitete Farbenreaktion von 
Voisenet verwendet. Zur Erzielung besserer Ubereinstimmung 
im Farbton empfehlen vy. Fiirth und Dische’) als Standard 
eine Lésung von Casein in Kalilauge statt der 0,1°/,igen 
Tryptophanlésung. Der bei Hefe erreichte Farbton weicht 
aber auch von dem in Caseinlésung auftretenden stark ab, 
weshalb wir Trockenhefe als Standard benutzten, in welcher 
der Tryptophangehalt vorher wiederholt bestimmt worden war. 

Ks wurden zu diesem Zweck 4 g Trockenhefe vom Trocken- 
gewicht 87,3°/, mit 10 ccm Wasser behandelt und die Sus- 
pension mit 30°/,iger Kalilauge auf 50 ccm aufgefiillt. Nach 
20stiindigem Stehen wurden Proben zu 2 ccm unter Kiihlung 
mit konz. Salzsiure neutralisiert und gleich darauf wurde die 
Farbenprobe angestellt. Man filtriert nun durch gehiartete 
Filter und vergleicht im Mikrocolorimeter (wir verwendeten 
das sehr empfehlenswerte Modell von Biirker) die Farbung 
mit derjenigen einer 0,1°/,igen Tryptophanlésung (Tryptophan 
Pfanstiehl von Spec. Chemicals Comp., Highland Park). ‘So 

') D. D. van Slyke, Journ. Biol. Chem. Bd. 12, S. 281 (1912). 


*) vy. Firth, vgl. 8S. 228. 
8) y. Fiirth u. Dische, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 275 (1924). 
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erhielten wir fiir unseren Standard Tryptophanwerte, die zwischen 
1,0 und 1,1°/, der Trockensubstanz schwankten. Eine Kon- 
trolle dieser Werte haben wir dann noch nach dem in letzter 
Zeit von Tillmans und Alt?) angegebenen Verfahren durch- 
zufiihren versucht, doch zeigte sich, daB diese Methode nicht 
ohne weiteres fiir Hefe anwendbar ist, da die erhaltenen Farben- 
tone griinstichig waren und auch die Filtration der schwefel- 
sauren Lésung Schwierigkeiten bereitete; auBerdem zeigte die 
Firbung des Hefenriickstandes an, da nicht aller Farbstoff 
ins Filtrat iibergegangen war. 

Bei den Versuchen 2, 5 und 6 wurden die Hefen vor 
und nach der Girung unter sich und auch mit der Standard- 
trockenhefe verglichen. Zu diesem Zweck behandelten wir je 
7,5 g der frischen Hefe mit 30°/,iger Kalilauge und fillten 
auf 25 ccm auf. Gleichzeitig suspendiert man Trockenhefe, 
wie oben beschrieben, in 30°/,iger Kalilauge. Fehler werden 
weitgehend verringert, wenn man die alkalischen Hefesuspen- 
sionen gleich lang stehen laBt und auch die Farbenprobe 
gleichzeitig und in analoger Weise durchfiihrt. 

Auf diese Weise erhielten wir ziemlich gute Uberein- 
stimmung im Farbenton, und es konnte die Fehler veran- 
lassende Anwendung von Farbenglisern beim colorimetrischen 
Vergleich vermieden werden. Relative Tryptophanbestimmungen, 
auf die es hier besonders ankam, konnten dadurch mit be- 
friedigender Genauigkeit ausgefiihrt werden. 


Versuche. 


Versuch 1. Oberhefe. Temp. 20°. Garung unter Luftabschlu8. 
Die Zusammensetzung der Lésungen war folgende: 


Girungsmischung: 
50 g frische Oberhefe R. 
Trockengewicht 25,3°/,, enthaltend 1119,5 mg N ) 
37,5 g Glukose (auf einmal zu Beginn zugesetzt) 
250 cem Phosphatlésung in 510 cem. 
125 cem Nahrlésung 
62,5eem Hefenwasser 








1) Tillmans u. Alt, Biochem. Zs. Bd. 164, S. 136 (1926). 
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Nihrlésung: Phosphatlésung: 4°. 
2g Glykokoll | 20 g Monokaliumphosphat 
0,2¢ NH,Cl in 100 cem. 2g Dinatriumphosphat ¢ py = 5,31. 
0,1g MgSO, 528 g Wasser 

Hefewasser: 10g Trockenhefe in 600 ccm destillierten 
Wassers 10 Minuten gekocht, und filtriert. 

Die vollstindige Suspension war nach 25 Minuten be- 
endigt. Die Giarung hatte soeben begonnen, als die erste 
Probe entnommen wurde. Weitere Probenahmen nach 3, 6 
und 25 Stunden, je 50 ccm. Vor jeder Probenahme wurde die 
Kohlensiure durch Schiitteln zum gré8ten Teil entfernt. Hier- 
auf wurde 10 Minuten zentrifugiert und nach dem Dekan- 
tieren Hefe (a) in 250 ccm suspendiert. 

Lésung (b) auf 250 ccm verdiinnt. 

Beide Fiissigkeiten wurden rasch auf 75—80° erwirmt 
und nach dem Abkiihlen auf 15° zur Mikro-Kjeldahlanalyse 
(je 2ccm) und zur Aminostickstoffbestimmung nach van Slyke 
(je 3 ccm) verwendet. 

Die Bestimmung der Zellenzahl wurde nach 45 Minuten 
sowie nach 25 Stunden ausgefiihrt, und zwar durch Rechnung 
in der Thoma-Zeissschen Zihlkammer, nachdem 5 ccm der 
Girungsmischung auf 1000 ccm verdiinnt worden waren. Die 
Zihlung ergab eine Zunahme von 457 auf 561 Zellen, ent- 
sprechend 22,8°/,. 


Gesamtstickstoff. 


Mikro-Kjeldahl. 2 ccm der Lésung (a) oder (b) mit 2 ccm 
konz. Schwefelsiiure versetzt unter Zufiigen von 3 Tropfen 
10°/,iger Kupfersulfatlésung. — Das Ammoniak aufgenommen 
in 8 ccm 0,05 n-HCl. 

















Girdauer mg Total-N =, 4 
in Stunden Hefe Lésung Summe 
1 237,0 | 114,4 351.4 
3 244,3 110,0 394,38 
6 253,0 | 104,2 357,2 
25 256,0 | 103,6 359.6 
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Aminostickstoff. 


Ausgefiithrt mit je 3 ccm der Hefesuspension bzw. Giir- 
fliissigkeit, Schiitteldauer im Mikro-van Slykeapparat 5 Minuten. 
Mittelwerte aus mindestens 2 Bestimmungen sind auf 100 ccm 
der Girungsmischung berechnet. 














Giirungsdauer mg Auiinostickstoff 
Stunden Hefe Lésung | Summe 
1), 42,1 99,4 141,5 
3 37,9 80,5 118,4 
6 38.7 82,4 121,1 
25 40,0 79,9 119,9 











Schliisse kénnen aus diesen Zahlen nicht gezogen werden, 
da die direkt ermittelten Versuchswerte nur um etwa °/,,. ccm 
differieren (abgesehen von dem Anfangswert 99,4). 

Der Aminostickstoffgehalt von Hefe und Nihrlésung 
scheint sich wihrend des Versuches wenig geaindert zu haben. 


100 


Tryptophanbestimmung nach Firth’) (vgl. 8. 230). 


fiir diesen Vorversuch wurde nur die relative Zu- oder 
Abnahme des Tryptophangehaltes nach 25 stiindiger Girung 
bestimmt. 

Nach der letzten Probenahme (25 Stunden) wurde der 
Rest der Girungsmischung (300 ccm entsprechend 30 g an- 
gewandter Hefe) durch Kieselgurfilter gesaugt und die er- 
haltene Hefe in 30°/,iger KOH suspendiert und auf 100 ccm 
aufgefiillt. Zbenso wurde eine Suspension der angewandten 
R-Hefe in 30°/,iger KOH bereitet. 

Nach 12stiindigem Stehen wurde noch kurz auf dem 
Wasserbad erwarmt und nach dem Erkalten je 2 ccm zur 
Farbreaktion verwendet. Beim Vergleich der Farbintensititen 
im Birkerschen Colorimeter entsprachen 10,25 mm-Schicht- 
dicke der erhaltenen Hefe 10,5 mm der R-Hefe. Setzt man 
10,5 = 1, so verhalten sich die Tryptophangehalte wie 1: 1,023. 


‘) Vel. Fiirth u. Dische, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 275 (1924). 
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Eine Tryptophansynthese hat somit nicht stattgefunden. 
Zieht man den Zellenzuwachs in Betracht, so ist der Trypto- 
phangehalt pro Zelle kleiner geworden. 


Versuch 2. Oberhefe R. Temp. 14,5°. Liiftung. 


Hefesuspension und Girungsmischung. 
50 g Oberhefe R 


Trockengewicht 25,7°/,, enthaltend 1069 mg N 
37,5 g Glucose 





250 ccm Phosphatlésung py = 5,15 Tsclaisiadins 
110 cem Nihrlésung, enthaltend 865 mg N 
60 ecm Hefewasser, enthaltend 29 mg N 

Nihrlésung: Phosphatlésung: 4°/, 


10,0 g Asparagin 20 g Monokaliumphosphat , 
0,4 g NH,Cl in 250 ecm 2 g Dinatriumphosphat Pu = 5,31 
0,2 g MgSO, 528 g Wasser 

Hefewasser: 10g frische R-Hefe in Wasser auf 
100 ccm aufgeschlimmt, 10 Minuten lang auf 100° erhitzt und 
zentrifugiert. 

Ausfithrung: 

Die Hefe wurde in Hefewasser suspensiert und mit der 
Nahrlésung vollstindig in den MeBkolben gespiilt. Nach Zu- 
gabe der Phosphatlésung, in der die Glucose gelést war und 
Auffiillen auf 500 ccm wurde sofort die erste Probe von 50 ccm 
genommen, bevor die Girung begonnen hatte. Weitere Proben 
wurden entnommen nach 8, 24 und 48 Stunden. Die ab- 
geschiedene Hefe wird nach dem Zentrifugieren von der 
Lésung getrennt, die Hefe auf 150 ccm suspendiert, die 
Lésung auf 150 ccm verdiinnt. 

Durch rasches Erhitzen auf 75—80° wurde das System 
sistiert und dann analysiert. 

Durch Vorversuche konnte ermittelt werden, daB der 
Aminostickstoffgehalt durch Erhitzen nicht geaindert wird. 


8 g trockene R-Hefe wurden in 250 cem aufgeschlimmt und 
20 Stunden stehen gelassen. Mit Proben von 2 cem wurde vor und nach 
dem Erhitzen auf 75—80° der Aminostickstoffgehalt nach dem Erkalten 
bestimmt. Schiitteldauer 8 Minuten. 

Gesamt-N der Suspension 285 mg N. 


Sat Doan i 
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Erhaltene N-Volumina vor und nach dem Erhitzen (14,5°, 759,0 mm) 


vor dem Erhiten: nach dem Erhitzen: 
1,155 ecm 1,161 cem 
1178 » ise . 
1,153 ,, 1,160 ,, 
Mittel 1,162 cem 1,156 cem 


Die Differenzen liegen somit innerhalb der Versuchsfehler. 


Versuchstemperatur 14,5° (Thermostat). 2 Girfiihrungen 
von je 24 Stunden. Bei jeder Girfiihrung wurde die ersten 
9 Stunden mit Wasserdampf-gesattigter Luft geliiftet, 150 bis 
160 Blasen pro Minute. Auferdem wurden vor jeder Probe- 
nahme das Volumen kontrolliert und etwaige Verdampfungs- 
verluste ausgeglichen. Nach der dritten Probenahme wurde 
zum Restvolumen, 340 ccm, eine Liésung von 22,5 g Glucose 
in 85 ccm Wasser zugefiigt. Das Gemisch war hierdurch im 
Verhaltnis 4:5 verdiinnt auf 425 ccm. 

Fiir die Zellenzihlung wurden Proben von je 5 ccm ent- 
nommen, zu Beginn, nach 24 und 48 Stunden. 

Die erhaltenen Werte der 2. Girperiode wurden mit °/, 
multipliziert. 

Nach der 4. Probenahme wurde der Rest der Girungs- 
mischung 370 ccm durch Kieselgurfilter filtriert und die Hefe 
abgesaugt. 

34,85 g Hefe, Trockengewicht 33,2°/,, enthaltend 816 mg N. 


Zunahme des Trockengewichtes der Hefe. 


Die 370 ccm, entsprechend 296 ccm der unverdinnten 
Suspension, enthalten 29,6 g Hefe, vom Trockengewicht 25,7°/,, 
somit 


Trockengewicht bei Beginn 7,61 g 
Trockengewicht nach 48 Stunden 11,56 g 
Zunahme 3,95 g 
Zunahme in °/, 51,8. 


Zunahme des Gesamt-N in der Hefe. 
29,6 g¢ urspriinglich Hefe enthaltend 634mg N 


34,85 g geerntete Hefe enthaltend 816 mg N 
Zunahme 182 mg N 
Zunahme in °/, 28,7. 
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Aminostickstoff. 


Von der auf 150 ccm verdiinnten Hefe bzw. Nahrlésung 
wurden je 1,938 ccm zur Bestimmung verwendet (Dauer des 
Schiittelns 8 Minuten). 























Girungsdauer mg ioamo-h 
Stunden Hefe Loésung | Summe 
0 31,2 88,5 | 119,7 
8 36,0 74,9 | 110,9 
24 et 70,0 | 107,7 
48 33,3) 46,4 79,7 








Der Amino-N im gesamten System (Hefe + Lésung’ 
hat in 48 Stunden um 33,4°/, abgenommen, in der Lésung 
um 47,6°/,. 

Berechnet man den Amino-N als Bruchteil des Gesamt-N. 
so ergibt sich fiir die Lésung 

100 (Amino-N) : Gesamt-N 
Beginn des Versuches (88,5: 181) 48,8°/, 
SchluB _,, » (46,4 : 127) 36,5°/, 

Es geht also aus der Lisung relativ mehr Amino-N in 

die Hefe iiber als Stickstoff in sonstiger Bindung. 


Zellenzahl. 


5 ccm der Giirungsmischung entnommen und auf 1000 ccm 
verdiinnt. 


Beginn des Versuches 366 

Nach 48 Stunden 547 

Vermehrung der Aussaat 49,5°/,. 
Gesamt-N. 


Nach dem Zentrifugieren der 50 ccm Probe wurde sowohl! 
die abgetrennte Hefe wie die Giarfliissigkeit auf 150 ccm ver- 
diinnt. Davon wurden mit einer Capillarauswaschpipette je 
1,938 ccm fiir die Mikro-Kjeldahlbestimmung entnommen. 


1) Die groB erscheinenden Unterschiede werden schon durch Diffe- 
renzen von 0,07 ccm beim Versuch hervorgerufen. 
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Die direkt erhaltenen Werte sind auf 100 ccm der Hefe- 
suspension berechnet. 























Giirungsdauer mg Total-N 
Stunden Hefe | Lésung | Summe 
(214) (179) | (393) 
0 216 181 | 397 
8 242 155 | 397 
24 248 | 147 | 395 
48 268 127 | 895 





In der Hefe: Zunahme des Total-N um 24,1°/, des Ausgangswertes 216. 
In der Lésung: Abnahme des Total-N um 29,8°/, des Ausgangswertes 181. 


Tryptophanbestimmung. 


Proben von je 7,5 g Hefe vor dem Versuch (a) und nach 
48 Stunden (b) wurden in 30°/,iger KOH suspendiert und die 
Suspension auf 25 ccm aufgefillt. Mit je 2 ccm wurde die 
Farbenreaktion untersucht. 

10,0 mm Schicht von (a) entspricht 10,25 mm Schicht 
von (b). Die Tryptophangehalte stehen somit im Verhialtnis: 


a:b = 1:0,98. 


Der Tryptophangehalt hat also, bezogen auf das Trocken- 
gewicht (a = 25,7°/,; b = 33,2°/,) abgenommen, und zwar im 
Verhiltnis 33,8:25,7 = 1:0,76, also rund um 24°/,. 

In dem auf 8. 235 erwiahnten Beispiel hat das Trocken- 
gewicht in 48 Stunden von 7,61 auf 11,56 zugenommen. Setzt 
man die Tryptophanmenge in den 7,61 g=1, so ist in den 


11,56 g der Hefenernte die Tryptophanmenge im Verhiltnis 


11,56 x 0,76 


7,61 


1: = 1:1,16 





gestiegen. 

Es hat somit wahrend der untersuchten Periode nur eine 
unbedeutende, fast in die Versuchsfehlergrenzen fallende Tryp- 
tophansynthese in der Hefe stattgefunden. (Absolute Trypto- 
phanwerte siehe Tabelle S. 257.) 





sh is 
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Totalbilanz des Versuches 2. 
Berechnet auf 100 cem der Girungsmischung. 





























Gardauer Hefe Lésung 
Stunden | Total-N | Amino-N | Differenz]| Total-N | Amino-N | Differenz 
0 216 | 31,2 184,8 181 | 88,5 92,5 
8 242 | 36,0 206,0 155 | «74,9 =| 80,1 
24 248 | = 37,7 210,3 147 | 70,0 77,0 
48 268 |, 33,3 234,7 127 | 46,4 80,6 
Der Total-N nahm in der Hefe um 24,1°/, zu, 
‘ nahm in der Lésung um 29,8°/, ab. 


Der Amino-N nahm in der Hefe absolut ein wenig zu, im Verhiltnis 
zum Total-N 
in der Lésung um 47,6°/) ab 
im ganzen System ab (Uberwiegen der Synthese). 
Das Tryptophan hat insgesamt unbedeutend zugenommen. Das 
neuentstandene EiweiB ist armer an Tryptophan als das der Aussaathefe. 


Versuch 5. Oberhefe R. Temp. 14". Starke Liftung.’) 
Girungsmischung. 
25 g Oberhefe R 
Trockengewicht 26,1°/,, enthaltend 492 mg N 
g Glucose, nach 24 Stunden weitere 32,5 g zugesetzt 


7,9 oh 
250 cem Phosphatlésung, py = 5,3 > in 500 cem 
) 





Stickstoffsumme: 492 + 28,5 + 1006 mg = 1526,5 mg. 


Nihrlésung Phosphatlésung 
7,2 g dl-Alanin 20 g Monokaliumphosphat 
(Kahlbaum) | in 2 g Dinatriumphosphat Po = 5,3 
0,24 g NH,Cl | 150cem 528 ¢ Wasser 
0,12 g MgSO, 
Hefewasser. 10 ¢ frische R-Hefe in Wasser auf 100 ccm 
aufgeschlemmt, 10 Minuten auf 100° erhitzt und zentrifugiert. 


Ausfiihrung. 


Methodik im wesentlichen die gleiche wie in Versuch 2, 
nur insofern verbessert, als gradierte GirgefaBe angewandt 





1) Versuche 3—4 werden hier nicht beschrieben. 


3 
a 
| ij 
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wurden, so daB Wasserverluste in der geliifteten Girmischung 
quantitativ ausgeglichen werden kénnen. 

Probenahmen von je 50 ccm nach 0, 8, 24 und 48 Stunden. 
Da nur 25 g Hefe auf 500 ccm vorhanden waren, wurde nach 
dem Zentrifugieren die Hefe auf 100 ccm suspendiert, die iiber- 
stehende Lésung auf 150 ccm verdiinnt. Die Zellenzihlung wurde 
durch die Trockengewichtsbestimmung ersetzt, da das Zellen- 
gewicht wihrend des Versuches vermutlich nicht konstant bleibt. 

Der Versuch umfaBt zwei Girungsperioden; es wurden 
nimlich nach 24 Stunden nochmals 32,5 g Glucose zugesetzt, 
und so viel Wasser, daB die Verdiinnung 4:5 betrug. 

Hefezuwachs. 100 ccm Girmischung enthielten: 





Girdauer | — a 8 Hefe 

Stunden feucht trocken (90°) 
0 5 (Trock.-Gew. 26,1°/,) 1,34 
48 7,6 (34,6°/,) | 2,63 





Somit Zunahme der Trockensubstanz um 96,3°).. 


Gesamtstickstoff. 

Die 50 ccm-Proben wurden zentrifugiert, die Lésung ver- 
diinnt auf 150 ccm, die abgeschiedene Hefe auf 100 ccm sus- 
pendiert. Zur Analyse wurden je 2 ccm (1,938 der Mikro- 
biirette) verwendet. Die Werte sind auf 100 com Giarmischung 
umgerechnet. 











a mg Total-N 
Stunden Hefe | Lésung | Summe 
ave (98,4) 4) | (207,0)}) | (305,4) 
105,2 | 201,6 | 306,8 
130,4 | 175,5 | 305,9 
24 145,4 161,5 | 306,9 
48 175,6 130,6 | 306,2 








1) Die eingeklammerten Werte sind erhalten durch Analyse der 
Hefe bzw. Lisung vor dem Aufschlemmen. 
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Somit in der Hefe 


Zunahme um 66,8°/, (78,4 °/9) 


Lésung Abnahme um 35,2°/, (36,9). 


Tryptophanbestimmung. 
Die gleiche Methodik wie in Versuch 2. 

















Garangsdauer Geemnt- 3 Tryptophan 
Stunden (relativ) 
0 75,5 1,00 
48 66,2 0,82 








Die unter den genau definierten Bedingungen gewachsene 
Hefe ist armer an Gesamt-N und an Tryptophan. Beriick- 
sichtigt man aber die starke Hefevermehrung von 96,4°/, 
Trockengewicht), so zeigt sich, daB wihrend des Versuchs 
sowchl EiweiB wie Tryptophan synthetisiert worden sind. 


In 48 Stunden wurde somit N assimiliert 130,0—75,5 = 54,5 mg 
also im Verhiltnis 1: 1,72 
In 48 Stunden wurde Tryptophan synthesiert 1: 1,61. 

















Aminostickstoff. 
mg Amino-N 
Giirdauer acneeneniniieiin ee Sie sepbiaslssinsctpanlediaieeieniheniniampctncncis 
Hef | Lisung | Summe 
Stunden _ | ear nner sapes | (van Slyke) 
os | van Slyke Sérensen | 
0 19,6 | 1810 | 1940 | 200,6 
8 33,3 162,7 162,0 196,0 
24 35,4 150,6 151,6 186,0 
48 27,6 | 105,38 105,9 132.9 
Zuckerbestimmung. 


Nach 48 Stunden wurde in der filtrierten Lésung nach 
Willstitter und Schudel}) der Zucker bestimmt. In 100 ccm 
waren nur mehr 83 mg mit Hypojodit reagierende Stoffe, be- 
rechnet auf Glucose, anwesend. Nahezv der gesamte Zucker 
war also in der Versuchszeit vergoren worden. 





1) Willstitter u. Schudel, Chem. Ber. Bd. 51, S. 780 (1918). 
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Peptidstickstoff in der Hefe. 
Berechnet auf 100 cem Girungsmischung. 
Girungsdauer mg Amino-N Peptid-N 
Stunden nach Hydrolyse | vor Hydrolyse Differens 
— — 
0 61,7 ° 19,6 42,1 
48 7€,7 | 27,6 49,1 
Der Peptidstickstoff nahm also in der Hefe ein wenig zu 
16,6°/,.) 
\vea™ 107 


Ringstickstoff in der Hefe. 


Als Ringstickstoff ist hier die Differenz aus dem Gesamt- 
stickstoff und der Summe (Aminostickstoff + Peptidstickstoff) 
berechnet auf 100 com Girmischung angegeben. 




















ee Gesamt-N}| Amino-N | Peptid-N]}| Ring-N = aes 
Stunden Gesamt-N 
0 105,2 19,6 42,1 43,5 41,4°/, 
48 175,6 27,6 49,1 98,9 56,6°/, 
Prozentische 
Anderung 66,9°/, | 40,8°/, 16,6°/, 127,3°/, -— 





Unter den eingehaltenen Bedingungen tritt also eine starke 
Vermehrung der Stickstoffringe ein, vermutlich infolge 
gesteigerter Synthese, indessen ist auch verminderter Abbau 
in Betracht zu ziehen. Wiahrend der gesamte Ringstickstoff 
um mehr als 120°/, ansteigt, nimmt das Tryptophan gleich- 
zellig nur um 64°/, zu. Dies zeigt, daB die Anderung der 
Tryptophanmenge keineswegs mit der Anderung der Stickstoff- 
ringe im ganzen parallel zu gehen braucht. 

Wir wollen indessen nicht unterlassen, darauf hinzuweisen, 
daB die Werte fiir Peptid-N und Ring-N Differenzen ana- 
lytischer Resultate sind, und daf sich hier somit methodische 
Fehler und Versuchsfehler superponieren kénnen. 

Kin Versuch, der nachtriglich angestellt wurde,.um die 


| 
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Anderungen des Peptid- und Ringstickstofis im ganzen System 
(Hefe + Lésung) zu ermitteln, ergab die in nachstehender Ta- 
belle verzeichneten Resultate, dabei wurde der Wert fiir 
Peptid-N kleiner gefunden als in der Hefe allein. Da die auf- 
gekochten Liésungen vor der Hydrolyse einige Zeit gestanden 


hatten, ist EinfluB einer Infektion nicht ausgeschlossen. 


10 cem Hefesuspension und 15 cem Lésung zusammen der Hydrolyse 


















































unterworfen. 
Girdauer Amino-N 
Versuch ; _— Versuch 
(Stunden) | nach Hydrolyse | vor Hydrolyse 
D 0 245,7 200,6 45,1 
48 170,4 132,9 37,5 
6 0 237,0 200,0 37,0 
48 170,4 | 133,3 37,1 
Totalbilanz. 
5 Hefe Lésung 
= —sa ; a . ar | Diffe 
= | Total-N neees se anes Ring-N|Total-N | Amino-N since 
O} 105,2 19,6 85,6 42,1 | 43,5 | 201,6 | 181,0 | 20,6 
10,4 | 38,3 | 97,1) — — | 15,5 | 162,7 | 12,8 
24] 1454 | 35,4 (1100) — | — | 1615 | 150,6 | 10,9 
48] 175,6 | 27,6 1480 49,1 | 981 | 180,6 105,38 | 25,3 








Versuch 6. Unterhefe H. Temp. 14°. MaBSige Liiftung. 
Girungsmischung. 

g Unterhefe H, Trockengew. 24,4°/, enth. 511 mg N 
5 g Glucose, nach 24 Stunden weitere 32,5 g zugesetzt 
0 eem Phosphatlésung, py = 5,3 - in 500 cem 
125 ccm Niahrlésung enthaltend 1006 mg N 

60 cem Hefewasser, enthaltend 28,5 ¢ N 


2 


H) 
37 
25 





Nahrlésung und Phosphatlésung wie in Versuch 5 (siehe S. 238). 
Stickstoftsumme: 511 + 28,5 + 1006 mg = 1545,5 mg N in 500 ccm. 


Hefewachstum: In 100ccm Girmischung sind ent- 
halten: 
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Nach g Hete 
Stunden feucht | trocken (90°) 
0 5 (Trockengew. 24,4°/,) 1,22 
48 7,58 (Trockengew. 29,4°/,) 2,23 


Somit Zunahme der Trockensubstanz um 82,8 °/,. 


Gesamtstickstoft. 


(Austiihrung wie im Versuch 5.) 








mg Total-N 
Girdauer , 

in der Hefe | in der Lisung Summe 
- (102,1) (198,9) (301,0) 
0) 106,0 195,2 301,2 
8 118,0 189,4 307,4 
24 133,6 170,8 304,4 
48 168,0 138,6 306,6 


Somit in der Hefe: Zunahme um 58,5°/, (64,6). 
Abnahme um 29,9°/, (30,3). 


Zuckerbestimmung (vgl. Versuch 5, 8. 240). 
In 100 ccm der von der Hefe abgenommenen Girfliissigkeit 
waren nach 48 Stunden nur noch 65 mg nach Willstitter 


und Schudel titrierbaren Zuckers vorhanden. 


Aminostickstoff, 
(Ausfiihrung wie in Versuch 5.) 








Girdauer mg Amino N 
in Stunden in der Hefe | in der Lisung Summe 
19,0 181,0 200,0 
23.2 171,0 194,2 
24 32.1 166,2 198,3 
48 30,3 103,0 133,3 











Die nach 0 und 48 Stunden erhaltenen Werte fiir mg Amino-N 
stimmen gut mit denen des Versuchs 5 an Oberhetfe erhaltenen 
iiberein, ebenso die Werte fiir den Amino-N der Hefe. Es 
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zeigt sich im Verlauf der Giirung wieder jenes Ansteigen und 
Abnehmen im Amino-N-Gehalt. (Vgl. Versuche 2 und 5.) 

Auffallend und abweichend vom Ergebnis des 5. Versuches 
sind die Werte fiir die Lésung nach 8 und 24 Stunden. In der 
Periode 8—24 Stunden scheint in geringem Grad Autolyse ein- 
getreten zu sein, da die ,Summe“ zugenommen hatte. Mig- 
licherweise ist diese Erscheinung veranlaBt durch das Paraffind], 
das zugesetzt worden war, um das Schiiumen zu _ vermeiden. 
Bei der Aufstellung der Totalbilanz haben wir die Werte fiir 
8 und 24 Stunden weggelassen. 


Peptid-N in der Hefe. 


(Berechnet auf 100 cem Girmischung beim Versuch.) 





Nach mg Amino-N See 
Girstunden | GES PRS OES Sm mages 
nach Hydrolyse | vor Hydrolyse 
0 59,4 19,0 40,4 
48 78,3 30,3 48,0 








Zunahme Peptid-N = 18,8 °/). 


Ring-N in der Hefe. 
Ring-N = Total-N minus Amino-N minus Peptid-N, berechnet auf 100 ccm 























Girmischung. 
Nach Girstunden| ‘Total-N Amino-N Peptid-N Ring-N 
0 106,0 19,0 40,4 46,6 
ee 168,0 30,3 48,0 89,7 
Zunahme in °/, | 58,5 | 59,5 | 18,8 | 92,5 


Im AnschluB an den Wert fiir die Zunahme des Ring-N 
ist auf die (erheblich niedrigere) Tryptophanvermehrung hin- 


zuwelsen. 
Totalbilanz des Versuches 6. 


























Hefe Lésung 
Stunden }|— : — _ ) : seins 
Total-N | Amino-N) Ditferenz| Total-N | Amino-N | Differenz 
0 106,0 19,0 87,0 | 195,2 181,0 14,0 
8 118,0 23,9 94,8 | 189,4 171 18,4 
24 133,6 32,1 101,5 | 170,8 166,2 4,6 
48 168,0 30,3 137,7 | 1388,6 | 103,0 35,6 
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Vergleich der Hefe vor und nach dem Versuch. 
(Berechnet auf 1 g Trockensubstanz.) 





Nach Girstunden Gesamt-N Tryptophan 
0 83,8 mg 1,00 
48 12,8 ,, 0,80 








Auch hier ist wieder die gewachsene Hefe irmer an Ge- 
samt-N und an ‘Tryptophan. Beriicksichtigt man aber die 
Hefevermehrung von 82,7°/,, so ergeben sich folgende Werte 
fiir die Stickstoffassimilation und die Tryptophanbildung. 

In 48 Stunden wurde N von der Hefe aufgenommen: 

(1383 — 83,8) mg = 49,2 mg, also im Verhiiltnis 1: 159. 

In 48 Stunden wurde Tryptophan gebildet 1: 146. 


Versuch 7 und 8. 

Die bisherigen Versuche haben ergeben, da’ nach Girung, 
die unter festgelegten Bedingungen geleitet wurde, die erhal- 
tene Hefe in ihrer Zusammensetzung nicht unwesentlich von 
der Ausgangshefe abweicht. Sowohl Gesamtstickstoff als Trypto- 
phan wurden pro Kinheit des Trockengewichts vermindert, was 
wohl in erster Linie mit dem steigenden Glykogengehalt zu- 
sammenhingt (vgl. Anm. 1, 8. 256). Da fiir die tibrigen Stick- 
stoffringsysteme in der Hefe keine so rasch durchfihrbaren 
Nachweismethoden bestehen wie fiir ‘Tryptophan, wurde dies- 
mal besonders auf den Ringstickstoff geachtet, der definiert 
ist durch die Beziehung 

Ringstickstoft = Gesamt-N minus Amino-N minus Peptid-N. 

Diese Definition des Ringstickstoffes im Eiweib ist zwar 
nicht ganz exakt, da bei Siurehydrolyse manche Ringsysteme, wie 
z. B. Tryptophan, zerstért werden. Immerhin war es von Inter- 
esse, die Hefen nach einer diesbeziiglichen Vorbehandlung auf 
den so definierten Ringstickstoff vergleichend zu untersuchen, 
wenn man dafiir sorgt, daB die Hydrolysenbedingungen még- 
lichst gleich gehalten werden. 

Die Zusammensetzung der Nihrlésung war dieselbe wie 
bei den beiden letzten Ansiitzen (5. und 6. Versuch). Die Gi- 


rung wurde wieder in zwei Perioden durchgefiihrt und nach 
17* 
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24 Stunden 32,5¢ Glucose zugefiigt mit soviel Wasser, dal 
das Volumen von 500ccm auf 625ccm erhéht wurde. ‘Tem- 
peratur 14°, ,.R“-Hefe, Versuch 7 mit Liiftung, Versuch 8 ohne 
Liiftung. 

Hefevermehrung. 25g Oberhefe vom Trockengewicht 
25,2 °/, ergaben nach 48 Stunden beim 


Versuch 7 mit Liftung: 39,715 g Hefe vom ‘Trockengewicht 
30,7 °/). Vermehrung der Hefetrockensubstanz somit von 6,3 ¢ 
auf 12,2 g entsprechen 93,7 °/,. 

Versuch 8 ohne Liiftung: 30,955 g Hefe vom Trockengewicht 
32,9 °/). Zunahme an ‘Trockensubstanz von 6,3g auf 10,18 ¢ 
entsprechend 61,6°/). Der Zucker war am Ende des Ver- 
suchs vollstindig vergoren in beiden Fiillen. 


Gesamtstickstoff. Zahlen berechnet auf 1 g 'Trockensubstanz in mg. 


Versuch 7 mit Liiftung Versuch 8 ohne Liiftung 
() Stunden 84,9 84,9 
48, 11,4 70,4 


Der geringere Gesamt-N-Gehalt bei nicht geliifteter Hefe 
ist wahrscheinlich auf Glykogenspeicherung ziiriickzufihren. 


Aminostickstoff (in mg pro 1 g Trockensubstanz). 


Versuch 7 mit Liftung Versuch 8 ohne Liiftung 
0 Stunden 11,8 11,8 
480 y 16,4 14,6 


Zur Bestimmung des Gesamt- und Aminostickstoffs wurden 
2,5 ¢ der nassen Hefe von bekanntem Trockengewicht auf 50 ccm 
aufgefiillt, kurz die Suspension auf 80° erhitzt und nach dem 
Erkalten analysiert, wie bei den friiheren Versuchen beschrieben 


wurde, 
Amino-N nach der Hydrolyse. 


Kiir die Bestimmung des Amino-N nach der Hydrolyse 
wurden gleichzeitig 10g der Ausgangshefe, die durch Erhitzen 
abgetétet worden war, und je 10g der vorbehandelten Hefen 
mit je 40 ccm rauchender Salzsiiure versetzt und 8 Stunden 
am RiickfluBkiihler im kochenden Wasserbad erhitzt. Nach 
dem Abdestillieren der Salzsiure unter vermindertenr Druck 
wurde mit Natriumacetat versetzt, bis Kongo nicht mehr ge- 
bliut wurde und auf 250ccm verdiinnt. Von diesen Hydro- 











‘ So a 
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lysaten kamen je 1,938ccm in den van Slykeapparat, wobei 
ebenfalls alle Bedingungen gleich gehalten wurden. 


mg Amino-N auf 1 g Trockensubstanz. 


Versuch 7 mit Liiftung Versuch 8 ohne Liiftung 
0 Stunden 48,1 48,1 
i » 45,4 43,8 
Hieraus ergaben sich folgende Werte fiir Peptid und 
Ringstickstoff. 
Peptidstickstoff. 
Versuch 7 mit Liiftung Versuch 8 ohne Liiftung 
0 Stunden 36,3 38,3 
AS yg 29,0 29,2 a 
Ringstickstoff. 
Versuch 7 mit Liftung Versuch 8 ohne Liiftung 
0 Stunden 36,8 36,8 
48 9 32,0 26,6 


Bestimmt man direkt den Amino-N-Gehalt von Eiweib- 
hydrolysaten nach v. Slyke, so entsteht ein allerdings nur un- 
bedeutender Fehler dadurch, daB der als Ammoniumsalz vor- 
liegende Stickstoff nur zu etwa 60°/, mit salpetriger Siure 
reagiert. Bei héherem Gehalt der Hydrolysenfliissigkeit an 
Ammoniak mu6 dieses getrennt bestimmt werden. 

Zu diesem Zweck wurden je 50ccm der mit methylalko- 
holischem Ba(OH), versetzten Hydrolysenfliissigkeiten der Va- 
kuumdestillation im Kriiger-Reichschen Apparat unterworfen, 
das Ammoniak in vorgelegter 0,2 n-HCl aufgefangen und der 
Siureiiberschu8 jodometrisch bestimmt. Vom Destillations- 
riickstand konnte nach dem Neutralisieren der Aminostickstoff 
bestimmt werden. 


mg Amino-N pro g Trockensubstanz. 








Nach ¥. Versuch 8. Versuch 
oie. Am- falas Am- 


p Amino-N | Summe : 
stunden |moniak-N |‘ o-N| i moniak-N 


Amino-N | Summe 











0 7,2 44,6 51,8 7,2 446 | 51,8 
48 4,3 45,6 49,9 41 | 41,7 | 45,8 
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Wie zu erwarten, liegen die Summen aus Ammoniak-N 
+Amino-N etwas hoéher als die Zahlen, die man ohne Destil- 
lieren des Ammoniaks bei der van Slyke-Bestimmung erhilt. 





Zusammenfassung der Versuche 7 und 8. 




















rnnel iim se ae Pie al 
Gesamt-N 84,9 77,4 70,4 
Amino-N vor Hydrolyse 11,8 16,4 14,6 
Amino-N nach Hydrolyse 48,1 45,4 43,8 
Peptid-N . 36,3 29,0 29,2 
Ring-N 36,8 32,0 26,6 


Nimmt man statt der Werte ,Amino-N nach der Hydro- 
lyse“ die Summe aus Amino-N-+ Ammoniak-N nach der Hydro- 
lyse zur Berechnung des Peptid- bzw. Ringstickstoffs, so in- 
dert sich das Bild nur unbedeutend, wie folgende Tabelle zeigt. 








Amino-N + Ammoniak-N 
nach der Hydrolyse 

Peptid-N 

Ring-N . 





Ausgangshefe 


51,8 
40,0 
38,1 





Versuch 7 


(mit Liiftung) 
49,9 
33,5 


21,5 


Versuch 8 
(ohne Liftung) 


45,8 
31,2 





24,6 


Die Abnahme des Ring-N steht in Analogie zu den friiher 
ermittelten Werten fiir Tryptophan. 
samt-N verteilen sich auf Amino-N, Peptid-N und Ring-N, wie 


Die Werte fir den Ge- 




















folgt: 
°*/) vom Gesamt-N Ausgangshefe | 7. Versuch 8. Versuch 
Amino-N . 13,9 21,2 20,7 
Peptid-N 42,7 37,5 41,5 
Ring-N le 43,4 41,3 37,8 
(Berechnung fiir die Werte ,,Amino-N“ + Ammoniak-N) 

Amino-N 13,9 21,2 20,7 
Peptid-N 47,2 43,3 44,3 
Ring-N 39,0 35,5 35,0 
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Einige Versuche tiber Peptidsynthese durch Trockenhefe. 


Nach energetischen Gesichtspunkten liegt die Synthese 
von Aminosiuren zu Peptiden auch ohne Zufuhr iuBerer Energie, 
einzig durch Wahl hoher Substratkonzentrationen,, also auf 
Kosten der osmotischen Energie durchaus im Bereich der 
Méglichkeit, da bekanntlich die zur Synthese erforderliche 
Energie sehr gering ist. Die alkoholische Giirung kénnte als 
energieliefernde Reaktion fiir die Peptidsynthese auch bei 
Trockenhefe ausreichen, sofern die Trockenhefe Zwischenprodukte 
der alkoholischen Girung zur Energiezufuhr verwenden kann. 

Andererseits ist der EKinflu8 von Aminosiiurezusiitzen auf 
die Garung durch Trockenhefe noch nicht klargestellt. Auch 
bleibt zu erwigen, daB cigentliche EiweiBsynthesen bisher von 
der lebenden Zelle nicht abgetrennt werden konnten, vermutlich 
weil diese Synthesen mit der Neubildung der Zellen, also mit 
dem Gesamtzuwachs eng verkniipft sind. 

In den folgenden orientierenden Versuchen wurden sowohl 
die Konzentrationen von Zucker, Aminosiiure und Trockenhefe, 
als auch die Bedingungen wie Temperatur, Aciditit und Liiftung 
variiert. 

I. Versuch. 


Ansatz: In 50 cem sind enthalten: 

2g Trockenhefe H. 

10 g Rohrzucker. 

10 ecm Hefewasser. 

25 cem Phosphatlésung, 4°/,ig. py, = 5,31. 

12,5 cem einer Nihrlésung L, enthaltend 100,6 mg N. 

Nahrlésung L: 17,2 g¢ Alanin. 

0,24 g NH,Cl. in 150 ecm 
0,12 ¢ MgSO,. | 

Bedingungen: ‘Temp. 16°. Schwache Liiftung. 

Ks wurden bei Versuchsbeginn und nach 24 und 48 Stdn. 
Proben zu 1,938 ccm entnommen, auf genau 10 ccm aufgefiillt 
und kurz auf 80° erwirmt. Von den Suspensionen wurden 
je 1,938 com unter gleichen Bedingungen im v. Slykeapparat 
bestimmt. Es ergaben sich folgende Stickstoffvolumina.’) 


*) Direkte Versuchszahlen nach Abzug der ,,Nitritkorrektur“. Die 
Hilfte des Volumens entspricht NH,-Stickstoff. 
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OStunden, . . . . 1,590 eem 19° 756,2 min 
Moos & oon ts eee 19° 7562 , 
OB uw «iix «a. aoe 17° 751,0 ,, 


[ie Schwankungen im Amuinostickstofigehalt des Systems 
iibersteigen die Versuchsfehler nur wenig; die Aminostickstofl- 
konzentration war relativ niedrig, die Zuckerkonzentration zu 
hoch, die Liiftung diirfte ohne Belang gewesen sein. 


II. Versuch. 
In 25 cem waren enthalten: 
1g Trockenhefe ,,H“ von gutem Girvermégen. 
1,25 g Traubenzucker. 
0,5 g Alanin. 
0,3 g¢ Asparagin. 
5ecm 10°, Phosphatlésung p,;, = 6,4. 
Temperatur 16,3° Proben zu 1,938 com wurden mit 
25 ccm verdiinnt, auf 80° erwirmt und von den Suspensionen 
zur gleichen Zeit Bestimmungen gemacht je 1,938ccm. 761,5mm, 
18° Temp. 


OStunden . . . . . 1,55 ecm Amino-N 
Ee «& + doe oe So ee ‘ 
23 Ci, ee ; 


Ks hat also auch bei héherer Konzentration an Amino- 
gruppeu keine deutliche Peptidsynthese stattgefunden. Das 
Gleichgewicht scheint jedoch wihrend der Hauptgiirung am 
meisten nach der Seite der Synthese verschoben zu sein. 

Bei der Beurteilung der Ergebnisse muB auch in Betracht 
eezogen werden, daB die zugesetzten Aminosiuren nicht die 
richtige Auswahl an geeigneten Bausteinen darstellen. Die fiir 
den enzymatischen Aufbau denkbar giinstigste Zusammen- 
setzung miibten Lésungen haben, wie sie durch Autolyse voi 
Hefe erhalten werden. 

Ks sollte also bei den folgenden Versuchen 'Trockenhefe 
in gepufferter Lésung ohne Zucker mehrere Stunden digeriert 
werden, bis reichlich KiweiB zu Aminosiuren abgebaut worden 
ist. Gibt man nun Zucker zu, sc miBte mit beginnender 
(xirung auch die Peptidsynthese einsetzen, vorausgesetzt, dab 
die Verhaltnisse bei Trockenhefe ahnlich liegen wie bei frischer 
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Hefe. Durch Zusatz eingedampfter Hefeautolysate miBte sich 
dann eine Verstirkung der Synthese erreichen lassen infolge 
der Konzentrationserhéhung. 

Voraussetzung ist, daB sich bei Trockenhefe iiberhaupt 
ein Autolysengleichgewicht einstellt. Kxperimentelle Schwierig- 
keiten liegen darin, daB p,, fiir den ereptischen Abbau der 
Hefe und seine Umkehrung ins alkalische Gebiet verschoben 
sind, welche im Gegensatz zur Girung, die Energie liefern soll. 

Beim III. Versuch sollte das Autolysengleichgewicht zu- 
niichst beim optimalen p,, = 6,4 der Girung bestimmt werden 
und zwar in parallelen Ansiitzen mit (A) und ohne Zucker (B). 
Im letzteren Falle sollte nach Einstellung des Gleichgewichtes 
Zucker zugesetzt werden (C). 

In 100 ccm sind enthalten: 


Ansatz: A B 
2g Trockenhefe ,,H“. 2 g Trockenhefe ,,H“ 
20 eem 10°/, Phosphatlése. 20cem 10 °/, Phosphatlésg. 
/0 p oD 10 I 5 


10 g¢ Rohrzucker. 


Proben zu 1,938 cem nach v. Slyke bestimmt nach '/,, 20 und 48 Stdn. 


Die Zahlen sind berechnet auf 100 ccm der Loésung. 








Giirungsdauer mg Amino-N 
Stunden A | B + 
0 22,6 23,0 om 
20 24,2 21,6 20 cem von B mit 2g Rohrz. 


| versetzt, Volumen 22 ecm, 

dann bei 18° gegoren 

48 27,1 23,2 26,3 

umgerechnet auf 100 cem der 
urspriingl, Lésung 








Da auch hier wieder die direkt ermittelten Versuchszahlen 
nur wenig differieren, miissen die Resultate mit Vorsicht ge- 
deutet werden. In obiger Versuchsreihe hat bei A (Girung) 
der Amino-N etwas zugenommen. Im Falle B ist der Amino- 
stickstoff wiihrend 48 Stunden im wesentlichen konstant ge- 


blieben. 


4 
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Weitere Versuche wiren bei dem fiir Hefen-Krepsin opti- 
malen p,, auszufiihren unter Beriicksichtigung der Resultate von 
Iwanoff. Ks ist nicht wahrscheinlich, daB der etwas héhere 
Siiuregrad im Versuch A die erwihnte Verschiedenheit ver- 
anlaBt hat. Die an sich sehr bemerkenswerten Ergebnisse von 
N. N. lwanoff?) tiber den EinfluB des Siuregrades auf die 
Menge fallbaren EiweiBes bei seinen Versuchen mit Trocken- 
hefen, sind wohl der Hauptsache nach nicht durch Anderungen 
der Enzymwirkungen veranlaft, sondern sind auf den Eintluts 
von p,, auf die Fillbarkeit der betreffenden Produkte zuriick- 
zufiihren. 


Zur Charakterisierung des ,,Ringstickstoffs“. 

Bevor wir unsere in den Bilanztabellen mitgeteilten experi- 
mentellen Ergebnisse zusammenfassen, miissen wir die als 
Ringsticksoff“ bezeichneten Werte niiher definieren. Wie 
bereits bei den einzelnen Versuchen erwihnt wurde, ist unter 
der Rubrik ,.Ringstickstoff“ die Differenz 

Total-N minus (Amino-N + Peptid-N) 
angegeben, also die durch Siurehydrolyse nicht in Amino-N 
iiberfiihrbare Form. 

Bekanntlich findet man bei der Saurehydrolyse der meisten 
genuinen Kiweifkérper erheblich weniger Amino-N, als einer 
vollstiindigen Aufspaltung in die bekannten Bausteine des 
Proteins entsprechen wiirde. In neuerer Zeit ist ja auch die 
Frage, ob und in welcher Menge Ringsysteme im Kiweib- 
molekiil vorgebildet sind, durch die Arbeiten von Troense- 
gaard’), Abderhalden®), Herzog*), M. Bergmann), Kapf- 
hammer®) u. a. wieder aktuell geworden, ohne daB endgiiltige 





1) N. N. Iwanoff, Bioch. Zs. Bd. 120, 8. 25 (1921). 

®) Troensegaard, Diese Zs. Bd. 112, S. 86 (1920). Siehe auch 
H. D. Dakin, Journ. Biol. Chem. Bd. 44, 8. 499 (1920). 

5) Abderhalden, Diese Zs. Bd. 128, 8.119 (1923), sowie zahl- 
reiche folgende Mitteil. in dieser Zs. mit Stix, Sechwabu.a, — Naturw. 
Bd. 12, S. 716. 

‘) Herzog, Diese Zs. Bd. 141, S. 158 (1924). — Brill, Lieb. Ann. 
Bd. 434, S. 204 (1922). 

5) Bergmann, Naturw. Bd. 12, 8. 1155 (1924). — Coll. 1925, 555. 

6) Kapfhammer, Habilitationsschritt. Leipzig 1925/26. 
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Aufschliisse iiber die Art und Spaltungsbedingungen dieser 
Ringe gewonnen worden wiren. 

Wir schlieBen also in unsere Bezeichnung ,,Ringstickstoff “ 
keine Hypothesen ein, sondern tabellieren unter diesem Namen 
einfach den in erwihnter Weise erhaltenen Differenzstickstoff. 

Die Tryptophanbildung hat uns interessiert als Indikator 
fiir die Bildung heterocyklischer Ringe im allgemeinen, unab- 
hingig von den speziellen wichtigen Ergebnissen von Th. Bb. 
Osborne und L. B. Mendel iiber das Auftreten dieses Kiweib- 
bestandteiles. 

Bei den Hydrolysen der in verschiedener Weise vor- 
behandelten Hefen war es aufgefallen, daB der ,.Ringstickstoff “ 
einen noch hoheren Anteil des Gesamtstickstoffs ausmacht als 
bei den meisten untersuchten Proteinen. Um uns davon zu 
iiberzeugen, da unsere hohen ,,Ringstickstoff“-Werte nicht 
durch unvollstiindige Hydrolyse beeinfluBt sind, haben wir unter 
eleichen Bedingungen vergleichende Hydrolysen mit Hefe und 
mit Serumalbumin angestellt. 

Die umstandliche Ammoniak-Bestimmung (Amid-N) wurde 
diesmal unterlassen und in der verdiinnten Hydrolysenfliissigkeit 
Ammoniak- und Amino-N gleichzeitig im van Slykeapparat 
bestimmt. 

Der Ansatz der Hefehydrolyse war derselbe wie bei den 
letzten Versuchen. Hefe und Eiwei8 wurden einer ganz gleich- 
artigen Behandlung unterzogen. 10 g Hefe vom ‘T'rocken- 
gewicht 27,5°/, wurden mit 40 ccm konzentriertem HCl, 3 g 
entfettetes Serumalbumin (Dr. G.Griibler, Dresden) mit 60 ccm 
25°/,iger HCl versetzt und beide 9 Stunden im kochenden 
Wasserbad gelassen bei RiickfluBkiihlung. Nachdem der Salz- 
siureiiberschu8B im Vakuum verdampft und der letzte Rest 
der Siure mit Natriumacetat abgestumpft worden war, wurde 
auf ein geeignetes Volumen (300 ccm bzw. 600 ccm) aut- 
gefiillt und Gesamt- und Amino-N bestimmt. Im Serum- 
albuminpriparat war der Amino-N-Gehalt ermittelt worden 
durch Auflésen von 0,5 g in verdiinnter Essigsiure. Je 2ccm 
dieser Fliissigkeit dienten zur van Slykebestimmung. 

Die Werte in folgender 'l'abelle sind berechnet auf 1 g 


| 
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Hefetrockensubstanz bzw. 1g entfettetes Serumalbumin. Dic 
Zahlen in der letzten Spalte wurden erhalten mit derselben 
Hefe, bei der die Hydrolyse auf freier Flamme ausgefiihrt 
worden war. 


mg N in 1 g Substanz, 











Hydrolyse im Wasserbad Hydrolyse 

etwa 98° durch Koehen 

Stickstoff . etwa 105° 

ae a die gleiche 

Serumalbumin H-Hefe H-Hefe 
Gesamt-N...... 134,0 | 75,0 15,0 

| 
Amino-N vor Hydrolyse 9,1 | 9,9 9,9 
* nach - 90,5 | 45,2 46,7 
Peptid-N . 2... 81,4 35,3 36,8 
»hing’-N ‘ 43,5 | 29,8 28,3 
Berechnet auf Proz. des Gesamt-N 

GesamtN...... 100 | 100 100 
Be ee 6,8 | 13,2 13,2 
a ee 60,7 | 47,1 49,1 
wRing-N oo... 32,4 | 39,7 7,7 








Wir fanden also die Angaben der Literatur bestitigt, 
nach welchen der hier als ,Ring“-N bezeichnete Rest- oder 
Differenzstickstoff auch bei so wohl definierten Proteinen wie 
Serumalbumin etwa 30°/, ausmacht. 

Da nach Hans Fischer und Fink’) in Hefen durch ge- 
wisse Vorbehandlungen mit Zuckerlésungen starke Porphyrin- 
bildung veranlaBt wird, haben wir einige unserer nach genau 
definiertem, oben beschriebenen Verfahren behandelten Hefen 
auf ihren Porphyringehalt hin untersucht. Als Porphyringehalt 
nehmen wir dabei diejenige Farbstoffmenge, die ohne weiteres 
AufschluBverfahren (wie Autolyse oder dgl.) aus frischer Hefe 
lediglich durch Behandlung mit Lésungsmitteln wie Eisessig- 
Ather erhalten werden kann. 


1) Hans Fischer u. Hermann Fink, Diese Zs. Bd. 144, S. 101 
(1925). 
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In den von den sonstigen Bestimmungen iibrig gebliebenen 
Hefenmengen und zwar 


8 g Hefe (‘Trockengew. 33,2°/,) vom Vers. 2 
10g; ” 34,6 ” ” 9 
6g D 29,4 ” » 8 


konnte Porphyrin nicht mit Sicherheit festgestellt werden. 

Die abgesaugte Hefe wurde dabei erschépfend nach der 
Kisessig—Athermethode behandelt. Dazu sei ausdriicklich er- 
wihnt, da®8 die Ziichtungsbedingungen von Hefen mit groBem 
Porphyringehalt nach Fischer und Fink wesentlich von den 
hier gewahlten abweichen. AuSerdem haben wir bei Versuch 
2 und 5 mit Oberhefe gearbeitet. Ziichten wir Stockholmer 
Unterhefe H unter den von Fischer und Fink angewandten 
Bedingungen, so erhalten wir bei Extraktion von nur 10—20 g 
der Porphyrinhefe deutliche Rosafiirbung des das gereinigte 
Porphyrin enthaltenden Athers. Mit Untersuchungen solcher 
Porphyrinhefen und der Beziehung des Porphyringehalts zu 
Oxydo-Reduktions-Katalysatoren, Co-Reduktase und Donatoren 
der Hefe sind wir hier beschiiftigt. 


Zusammenfassung und Besprechung. 


Als Zusammenfassung unserer 8. 238, 242, 244 u. 248 
mitgeteilten Bilanztabellen kann (unter Benutzung einiger friither 
|Bd. 146] beschriebener und einiger noch nicht verdffentlichter 
Versuche) etwa folgendes angegeben werden: 

1. Girt die Hefe in Lésungen, welche neben Zucker und 
den erforderlichen Nihrsalzen noch wenigstens eine Amuino- 
siiure (Glykokoll oder Alanin) enthalten, so nimmt, wie zu er- 
warten 

der Total-N in der Hefe zu, in der Lésung ab, 


die Hefe assimiliert also Stickstoff auf Kosten der Amino- 


siuren der umgebenden Lésung. 

2. Girt die Hefe in stickstofffreien Nihrsalz und zucker- 
(3°/, Glukose) haltigen Lisungen (bei miiBiger Liiftung) so gibt 
die Hefe schon in einer Periode, in der Erschépfung nicht in 
Betracht kommt, einen kleinen Teil ihres Total-N an die 
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Lisung ab?), im Mittel etwa 5°/, des 'Total-N, und zwar iiber- 
wiegend als Amino-N (Versuche mit Oberhefe R; V. Sandberg). 
Wieviel (vor dem Kintritt einer Hefenerschépfung) an die 
Lésung abgegeben wird ist bis zu einem gewissen Grade von 
der GréBe der Hefenaussaat abhingig. 

Man wird also unser ersterwiihntes Resultat so verstehen, 
daB die Hefe bei Anwesenheit von Aminosiure in der Liésung 
nicht nur N-Material aufnimmt, sondern gleichzeitig etwas von 
ihren eigenen KiweiBkomponenten abgibt; es findet ein Ersatz 
gewisser HiweiBbestandteile der Hefe durch andere statt bzw. 
eine Zersetzung alter Hefezellen und eine gleichzeitige Neu- 
bildung von jungen.’) 

Diese gleichzeitige Einnahme und Abgabe von Amino-N 
macht sich, wie auch aus den Untersuchungen von Pringsheim 
hervorzugehen scheint, in héherem Grad bemerkbar, wenn die 
Hefe (nach groBer Einsaat) an die Wachstumsgrenze gelangt ist. 

3. Was den Aminostickstoff in Systemen betrifft, in 
welchen Hefe in Gegenwart von Glykokoll oder Alanin (und 
Nihrsalz) giirt, so war bei allen unseren Versuchen die Ande- 
rung wihrend und nach der Girung gering. Bei den einzelnen 
Versuchen schwanken die Resultate, doch diirfte im wesent- 
lichen das Verhiltnis zwischen Gesamt-N undAmino-N 
in der Hefe dasselbe bleiben. 

4. Auch das Verhiltnis des Peptidstickstoffs zum Gesamt- 
stickstoff dirfte sich durch die Girung unter den eingehaltenen 
Bedingungen wenig iindern, Das Verhiltnis 


Amino-N: Peptid-N, 
das sich bei der Autolyse im Sinne des Abbaus stark ver- 





1) Es mu8 betont werden, daB es nicht zweckmifig ist, Anderungen 
des Stickstoffgehaltes der Hefe in Prozenten ihres Trockengewichtes an- 
zugeben, das ja vom Glykogengehalt, Fettgehalt usw. in hohem Grade 
mitbestimmt wird. Man hat vielmehr Anderungen der Stickstoffmenge 
entweder auf die gesamte anwesende Hefemenge zu beziehen oder per 
Zelle zu berechnen. 

Die Variationen des Amino-N, Peptid-N usw. sind am besten auf 
den Gesamtstickstoff zu beziehen. 

*) Zur Zellsynthese der Aminosiiuren, siehe auch Knoop, Diese 
Zs. Bd. 148, S. 294 (1925). 
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schiebt, hat bei unseren Versuchen durch die Girung 
unter Zellenzuwachs keine starke Anderung erfahren. 
Ks mu aber hierbei beriicksichtigt werden, dai vielleicht 
Kinfliisse der Giirung und der Zuwachsperioden deutlicher 
hervortreten wiirden, falls es miglich wire, die neugebildeten 
Zellen getrennt von den alten zu untersuchen. 

5. Am schwierigsten sind unsere Ergebnisse beziiglich des 
als ,, Ringstickstoff* bezeichneten Differenzstickstoffs zu beurteilen, 
und zwar zunichst aus den schon S. 252 und 253 erwiihnten 
Griinden. In den Versuchen 7 und 8, denen wir das gréBte 
Gewicht beilegen, finden wir nach 48 Versuchsstunden 
(2 Garungen) einen etwas geringeren Anteil des Ge- 
samt-N in Form von Ring-N als in der Ausgangshefe. 
Selbst bei Zellen vom gleichen physiologischen Zustand und 
sleichen Alter sind groBe Ausschlage hinsichtlich des Ring- 
stickstoftes kaum zu erwarten; die enzymatischen Reaktionen, 
welche zu den verschiedenen Ringsystemen fiihren, miissen so 
verschiedener Art sein, daB sie sich auch hinsichtlich ihrer 
Geschwindigkeit und hinsichtlich des Zeitpunktes ihres Kin- 
tritts stark voneinander unterscheiden werden; somit wird der 
Kintritt dieser RingschlieBungen sich zeitlich innerhalb ziemlich 
weiter Grenzen bewegen. Immerhin scheinen die erhaltenen 
Zahlen darauf hinzudeuten, daB diese ringschlieBenden Reak- 
tionen der iibrigen EiweiBsynthese zeitlich etwas nachfolgen. 

Dieser Schlu8 wird nun durch die Tryptophanbestim- 
mungen gestiitzt. Auf Grund der oben gegebenen Primir- 
zahlen geben wir zuniichst folgende Tabelle: 





Zeit Gesamt-N Tryptophan 
Versuch prolg | 
x absolut = = °/) 'v. 
Stunden ‘Trockensubstanz | Telativ ; 4% | Semen 
2 0 83,2 1 0,95 11,4 
48 70,5 0,76 0,72 10,2 
5 0 75,5 1 0,90 11,9 
48 66,2 0,82 0,74 11,2 
6 0 83,8 1 1,1 13,1 
48 72,8 0,80 0,88 121 
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6. Die 5. Spalte der Tabelle zeigt die absoluten Trypto- 
phangehalte berechnet auf 1 g Trockensubstanz. In diese 
Werte geht aber die Anderung des Glykogengehaltes usw. der 
Hefe ein, und es ist somit richtiger die Tryptophaninderung 
auf den Gesamtstickstofigehalt zu beziehen. Es zeigt sich 
dann, daB der Tryptophangehalt im Verlauf der 
48 Versuchsstunden um rund 8°/, seines Wertes ab- 
gsenommen hat. 

Sofern man nicht annehmen will, dab die Ausgangshefe 
freies ‘'ryptophan oder freie Tryptophanpeptide enthalten hat, 
wird man unser Ergebnis dahin deuten, daf die Hefe nach 
den 48 Versuchsstunden tryptophaniirmeres KiweiB enthilt. 

Die Hefe hat also die Tryptophanbildung nicht mit der 
gleichen Geschwindigkeit vollzogen, wie die KiweiBsynthese im 
iibrigen. Betrug in dieser Versuchszeit der Hefezuwachs im 
Mittel 67°/, und nimmt man an, daB die Anderungen der 
Zusammensetzung in erster Anniherung auf diejenigen Zellen 
bezogen werden kann, welche Zellteilung erfahren haben, so 
wiirde sich fiir diese Zellen eine Anderung des T'ryptophan- 
gehaltes von rund 13°/, des normalen Wertes ergeben. Ob 
eine iihnliche Annahme hinsichtlich der Bildung der anderen 
Stickstoffringe im Eiweif (Pyrrolidinring, Imidazolring, Pyri- 
midin-Purinringe in den Nucleinsiuren) gemacht werden dari, 
laBt sich noch nicht sagen. 

Das obige Zahlenergebnis verbinden wir einstweilen mit 
der folgenden Arbeitshypothese: Das EiweiB der im Stickstofl- 
cleichgewicht befindlichen Zellen behailt bei der Zellteilung 
seine urspriingliche Zusammensetzung bei; demgemiB wiirde 
in den jungen Zellen, unmittelbar nach der Teilung, das Ver- 
hiltnis Gesamt-N zu Tryptophan dasselbe sein, wie in der 
Mutterzelle. Bei der hierauf folgenden N-Assimilation handelt 
es sich zunaichst um eine Aufnahme der HKiweiBkomponenten 
an das Plasma und diese Erginzung wird in Teilreaktionen 
erfolgen, nach MaBgabe der enzymatischen Wirksamkeit, welche 
das Plasma hinsichtlich der verschiedenen Vorginge besitzt. 
An dem durch peptische Synthesen aus dem N-Material der 
Nihrlisung gebildeten Substrat werden sich dann die Ring- 
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bildungen vollziehen, welche also zeitlich auf den Verbrauch 
von Amino-N folgen. 

Den Proteinen der Hefe (wie der lebenden Zellen iiber- 
haupt) diirfte nach unserer Annahme keine ganz konstante 
Zusammensetzung zukommen, auch nicht den einzelnen Protein- 
gruppen, wie Hefealbumin, Hefeglobulin usw., welche also 
ihrer Zusammensetzung nach nicht unveriinderlich sind, wie 
etwa die Zuckerarten. Vielmehr werden die einzelnen Protein- 
klassen, beispielsweise Hefeglobulin mit dem Alter und 
dem physiologischen Entwicklungszustand gewisse 
Verinderungen in ihrer Zusammensetzung erfahren. 
Wenn 3 g Hefe (entsprechend 1 g Trockenhefe) unter Girung 
und unter Verbrauch von rund 100 mg Aminosiuren ihre 
Zellenzahl verdoppelt, so entstehen etwa 3 mg ‘T'ryptophan. 
Wir kénnen annehmen, dab auch diese Tryptophanmenge, 
welche weiterhin nach unserem Befund mit rund 10°/) ihres 
Wertes ergiinzt werden muBb, durch einen Komplex von Folge- 
reaktionen aus den primiren Produkten der N-Assimilation 
gebildet wird. 

Bis jetzt ist also nur eine Verschiebung der Tryptophan- 
synthese gegeniiber anderen am EiweiBaufbau beteiligten Syn- 
thesen erreicht worden, eine Abtrennung enzymatischer Ring- 
bildung von anderen Zuwachsyorgingen hat sich noch nicht 
durchfiihren lassen. 

Wie der eine yon uns vor lingerer Zeit gezeigt hat’), ist 
auch die Zymase der lebenden Hefe héchstens zu eimem ganz 
kleinen Teil (vermutlich iiberhaupt nicht) als freies ,,Wnzym“ 
wirksam. Wir fiihren diesen Umstand darauf zuriick, daf sich 
die entsprechende Reaktion, die alkoholische Girung aus einer 
Reihe von Folgereaktionen zusammensetzt, deren  spezielle 
Katalysatoren eile eines gemeinsamen Protoplasmas sind, 
welches diese Katalysatoren verkniipft. Werden durch Zer- 
strung der Struktur des Protoplasmas die Beziehungen 
zwischen den einzelnen enzymatischen Katalysatoren aut- 
gehoben, so wird damit die Reaktionsfolge gestort. 





') Euler u. B. af Ugglas, Diese Zs. Bd. 70, 8. 279 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVII. 18 
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Kine ihnliche Annahme scheint uns beziiglich der mit 
der Neubildung von Zellen verkniipften enzymatischen Kiweil- 
synthese berechtigt. Wir haben es mit einem Enzymkom- 
plex zu tun, dessen einzelne Komponenten voneinander 
héchstens in ganz geringem Grad unabhingig zur Wirkung 
kommen kénnen. 

Dadurch wird natiirlich das Studium der enzymatischen 
Teilreaktionen des Zuwachses so erschwert, daB bis jetzt Ver- 
suche in dieser Richtung kaum unternommen worden sind. 
Die als MaB fir isolierte KEnzymwirkungen in vitro eingefihrten 
Ausdriicke von der Form 


X f = Reaktionskonst.k/g enzymatische Substanz, 


sind hier nicht verwendbar, da iiber das an das Protoplasma 
gebundene Substrat keine begriindeten Annahmen gemacht 
werden kénnen. Es wird sich deshalb empfehlen, zuniichst 
den Quotienten 

g Mol Reaktionsprodukt 

Versuchszeit x g lebendes Plasma 

bzw. 

g Mol Reaktionsprodukt 

~ Versuchszeit x g Inhalt d. lebend. Zellen 





unter verschiedenen Bedingungen zu bestimmen und zuniichst 
zu ermitteln, ob ein solcher Ausdruck von der Generations- 
dauer bzw. von der Zellenzahl stark abhingig ist. 

Zu den orientierenden Versuchen in dieser Richtung sind 
aber Mikroorganismen wohl kein giinstiges Material, da es sich 
bei den verwendeten Hefen oder Bakterienpraparaten, wie auch 
ihre Vorgeschichte sein mag, immer um Mittelwerte handelt, 
so daB die sicherlich groBe Abhiingigkeit der chemischen Vor- 
singe vom physiologischen Zustand der Zellen nicht oder nur 
undeutlich zum Vorschein kommt. Aus diesem Grund sind 
wachsende Organe hoherer Pflanzen zu orientierenden Studien 
iiber die Enzymchemie der Wachstumsvorginge vorzuzichen. 
Versuche, die wir iiber die Bildung und Spaltung von N-Ringen 
mit keimenden Lupinensamen angestellt haben sind aber noch 
nicht so weit fortgeschritten, daB Resultate mitgeteilt werden 
kénnen. 














' 
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Orientierende Versuche mit Bacillus prodigiosus. 


Nach Beobachtungen von W. Omelianski') gehért B. prodigiosus 
zu den Mikroorganismen, welche auf Pepton reichlich Tryptophan bilden. 
Diese Tatsache verdient eine weitere Bearbeitung besonders was die 
Scheidung von Tryptophanabspaltung aus EiweiB und von Tryptophan- 
synthese aus azyklischem Stickstoffmaterial betrifft. 

Die von uns verwendete Reinkultur verdanken wir der Liebens- 
wiirdigkeit von Herrn Prof. Chr. Barthel, Experimentalfiltet, Stock- 
holm. 

Beim ersten Versuch hatte die Niihrlésung die folgende Zusammen- 
setzung: 


A. Fleischwasser: 500 g gehacktes Fleisch in 1,5 1 Wasser 2 Stunden 

bei 70—80° digeriert, dann koliert und filtriert. 

Bb. 2°/,ige Wittepeptonlisung: 

Im Liter: 20g Wittepepton 5g NaCl 
20 g Glukose 2¢ MgCl, 
1g KH,PO,. 
Die Lisungen werden aufgekocht und filtriert, gleiche Teile von A und 
3 werden gemischt; die Mischung wird zweimal sterilisiert. 

Mit dieser Mischung wurden 6 Pasteurkolben mit 750 ccm zur Hilfte 
gefiillt und sterilisiert. Durch die Wattepfropfen waren Glasréhren (eben- 
falls mit Wattefiltern versehen) eingefiihrt, so dab eine Liiftung ohne 
Infektionsgefahr vorgenommen werden konnte. Von den 6 Kulturen 
wurden nach dem Impfen 3 jeden zweiten Tag geliiftet. Temperatur 
wiihrend der ersten 14 Tage 30° Alle 2 Tage wurden jedem der 6 Kolben 
unter sterilen Bedingungen Proben entnommen und nach Voisenet- 
Fiirth hinsichtlich Tryptophan mit der steril gehaltenen Nihrlésung 
verglichen, Die angewandte Nihrlésung erwies sich aber bald insofern 
als ungiinstig, als ihr eigener Tryptophangehalt wegen des zugesetzten 
Wittepeptons relativ hoch war. Durch Vergleich mit einer 0,1°/,igen 
Tryptophanlésung konnte der Gehalt der Naihrlésung an Tryptophan zu 
0,045°/,, ermittelt werden. 

Unter diesen Umstiinden konnten kleine, durch bakterielle Synthese 
verursachte, Zunahmen des 'Tryptophangehaltes nicht mit Sicherheit er- 
kannt werden. Jedenfalls war in der ersten Versuchsreihe nach 16 Tagen 
der Ausschlag zweifelhaft. 


Eh 


Die zu einem zweiten Versuch bereitete Nihrlésung erwies 
sich (praktisch) tryptophanfrei. 





1!) Archives des Se. Biologiques. — Siehe auch Perepelizyn, 
Archives des Se. Biologiques Bd. 19, 8S. 139 (1915). 
18* 
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2kg gehacktes Fleisch in 6 Liter Wasser 2 Stunden bei 70—80° 
digeriert und koliert. Im Filtrat wurden aufgelést: 


60 g Asparagin 15 g NaCl 3g KH,SO, 
60 g Glucose 6 g MgSO, 

Die nochmals aufgekochte und filtrierte Lésung wurde 
auf 6 Pasteurkolben verteilt, die nach dem Sterilisieren geimpft 
wurden. Versuch im iibrigen durchgefiihrt wie Versuch 1. 

Als nach 9 Tagen in den Kulturen T'ryptophan bestimmt 
wurde, fiel die starke Zunahme der Farbreaktion auf, die bei 
weiterem Wachstum noch deutlicher wurde. Allerdings war 
der erzielte Farbton stark rotstichig, so daB ein quantativer, 
colorimetrischer Vergleich weder mit unserem Trockenhefen- 
standard noch mit einer Tryptophanlésung von bekanntem Ge- 
halt méglich war. In Anbetracht dieser Unsicherheit kann 
der SchluB, dab Tryptophan von den Bakterien gebildet worden 
ist, noch nicht gezogen werden. Sicher ist, daB die Farb- 
reaktion in den Kulturen nicht durch freies Tryptophan ver- 
ursacht wurde, sondern im besten Falle durch in den Zellen 
gebundenes, denn die Bromreaktion war stets negativ. Ob die 
heobachtete Verstirkung der Farbreaktion mit ringsynthetischen 
Vorgingen zusammenhingt, wird noch weiter untersucht. 

Beim wochenlangen Stehen trat kein Fiulnisgeruch aut. 
Als 250 cem der aufgeschliimmten Kultur ausgeithert wurden, 
gab der eingeengte Ather bei der Priifung mit Dimethylamino- 
benzaldehyd keine Reaktion auf Indol oder Skatol. 














Colorimetrische Untersuchungen an A- und 1D-haltigen 
und an ultraviolett bestrahlten Olen. 


Von 


Hans v. Euler, Karl Myrbiick und Signe Karlsson. 
Mit 3 Figuren im Text und 1 Tafel. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Juni 1926.) 


Bei der Durchforschung von A- und | [)-haltigem Material 
wire es zweifellos von groBem Wert, wenn eine leicht durch- 
zufiihrende, leicht erkennbare Reaktion die langwierigen 'Tier- 
versuche ersetzen kénnte. 

Bekanntlich sind fiir Tran seit langem gewisse Farben- 
reaktionen als charakteristisch angesehen und besonders zur 
Warenpriifung oft verwendet worden. Ahnliche Farbenreaktionen, 
von denen die von Salkowski (1872), von Liebermann (1885), 
Hesse (1881) und Tschugaeff (1900) wohl die dltesten sind, 
werden zum Nachweis des Cholesterins und der Sterine und 
ihrer Verwandten iiberhaupt verwendet und man hat dem- 
gemaB die Tranreaktion (Purpurfirbung der Chloroform-Tran- 
lésung mit konzentrierter Schwefelsiure) und ihre Modifikationen 
einem Cholesteringehalt zugeschrieben. Andererseits hat man 
die Farbenreaktionen des Trans durch konz. Schwefelsiure u.a. 
mit seinem Gehalt an A-Vitaminen in Verbindung gesetzt.?) 

Cholesterinreaktionen haben in den letzten Jahren mehr- 
fach Bearbeitung und Verbesserungen erfahren, indem Aldehyde 
als Reagens neben konzentrierter Schwefelsiiure oder Kssig- 


1) Drummond u. Watson, Analyst Bd.47, 8.314 (1922); E-Poulsson 
u. Weidemann, Tidskr. Kemi og Bergvaesen Nr. 12 (1923); Sjorslev, 
Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, S. 487 (1925); vgl. auch F. H, Carr u, 
KE. A. Price, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 497 (1926). 
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siureanhydrid angewandt wurden und zwar Formaldehyd von 
G. S. Whitby’), Furolaldehyd von Harden und Robison.) 

Gleichzeitig mit Hess*) und unabhingig von ihm hat der 
eine von uns*) den Einflu8 von ultravioletten Strahlen auf ver- 
schiedene Substanzen, darunter Cholesterin, gepriift und hat 
dann besonders den Zusammenhang der Aktivierbarkeit der 
verschiedenen Substanzen mit ihrem Charakter als ungesittigte 
Verbindungen (Kohlenstoff-Doppelbindung) hervorgehoben. 

In Verfolgung dieser Untersuchung wurde dann die Ab- 
hingigkeit des Wachstumseffektes und des anti-rachitischen 
Effektes von der Bestrahlungszeit studiert und ein Riickgang 
der Zuwachswirkung durch Uberbestrahlung festgestellt®), ein 
Befund, der in Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Hess 
und Weinstock®) steht. 

Die Verinderung, welche Cholesterin bei lang andauernder 
Bestrahlung an der Luft erfaihrt, scheint, zum groBen Teil 
wenigstens, in einer Oxydation zu bestehen. Wir haben im 
AnschluB an unsere friiheren Versuche deshalb schon im ver- 
flossenen Jahr einige Oxydationsversuche mit Cholesterin mit 
und ohne Bestrahlung angestellt, und haben zuniichst unter- 
sucht, wie sich einige der oben genannten Farbenreaktionen 
dabei andern (Abschnitt I). Es handelt sich hier nur um vor- 
laufige Versuche, welche durch nihere Untersuchung der ent- 
stehenden Substanzen (vermutlich Cholesterinoxyde und Siuren) 
erginzt werden miissen. 

Den oben erwihnten Farbenreaktionen des Trans und 
Cholesterins reihen sich neuere von Rosenheim und Drum- 
mond’) vorgeschlagene an (Arsentrichlorid, Trichloressigsiure), 





1) Whitby, Biochem. Jl. Bd. 17, 8. 5 (1928). 

*) Harden u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 115 (1928). 

*) Hess u. Weinstock, Proc. Soc. Exp. Biol. a. Med. Bd. 32, 
S.227 (1924/25); Jl. of Biol. Chem. Bd. 62, 8.305 (1925); Bd.63, S.297 (1925). 

4) Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, Nr. 15 (1924); 
Euler, Widell u. E. Erikson, Diese Zs. Bd. 144, S. 123 (1925). 

5) Kuler u. Steffenburg, Diese Zs. Bd. 149, S. 195 (1925); 
Euler, Biochem. Zs. Bd. 165, S. 23 (1925). 

6) Hess u. Weinstock, Jl. of Biol. Chem. Bd. 64, S. 193 (1925). 

’) Rosenheim u. Drummond, Biochem. Jl. Bd. 19, 8. 753 (1525). 
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Wihrend die alteren Reaktionen so verinderlich sind, daB 
colorimetrische Messungen iiberhaupt nicht in Frage kommen, 
ist die Farbung, die nach dem Verfahren von Rosenheim- 
Drummond eintritt, schon erheblich bestiindiger; quantitative 
Messungen liegen dariiber bis jetzt noch nicht vor. 

Dagegen hat W. R. Fearon!) kiirzlich eine Reaktion be- 
schrieben, welche sich, was die Bestindigkeit betrifft auch zu 
spektrophotometrischen Messungen eignet, wodurch natiirlich 
der Wert einer Farbenreaktion auBerordentlich erhéht wird, 
denn die subjektive, nicht quantitativ messende Beobachtung hat 
sich auf diesem Gebiet bereits mehrfach als irrefiihrend erwiesen. 

Der zweite Abschnitt dieser Mitteilung ist dem quanti- 
tativen Studium der Fearonschen Farbenreaktion gewidmet; 
insbesondere teilen wir spektrophotometrische Messungen 
mit, durch welche wir das Verhalten des Trans scharf 
von demjenigen der ultraviolett bestrahlten Ole unter- 
scheiden konnten. 

Die an sich naheliegende Vermutung, dafi die durch Be- 
lichtung von inaktiven Olen entstehenden Stoffe zu den Vita- 
minen A oder auch dem Wachstumsfaktor 1D in naher Be- 
ziehung stehen’), bedarf natiirlich weiterer Priifungen; in bezug 
auf die hier studierte Farbenreaktion mit Pyrogallol verhalten 
sich jedenfalls A und 1D-reiche Transorten und _bestrahlte, 
anti-rachitisch stark wirksame und das Wachstum stark fordernde 
Ole durchaus verschieden. 


’ I. Veranderung des Cholesterins bei Bestrahlung. 

Das Cholesterin wurde in flachen Schalen unter der Queck- 
silberbogenlampe in 4 cm Abstand davon bestrahlt. Die Tem- 
peratur des Cholesterins stieg auf 150° Das Cholesterin schmolz 
und bildete beim Abkiihlen ein sprédes gelbbraunes Glas. 


a) Schmelzpunkt. 
Das unbestrahlte Cholesterin schmolz scharf bei 146°. 
Bei allen Schmelzpunktsbestimmungen wurden wenigstens drei 
Parallelproben ausgefiihrt. 





1) Fearon, Biochem. Jl. Bd. 19, S. 888 (1925). 
*) Vel. Blochu. Fr. Faber, Am. Jl. Dis. Childr. Bd. 30, 8. 504 (1925). 
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Das bestrahlte Cholesterin zeigte einen sehr unscharfen 
Schmelzpunkt. In der folgenden Tabelle sind die Temperaturen 
angegeben, wo zuerst geschmolzene Trépfchen auftraten und — f 
wo die ganze Menge fliissig wurde. 











Zeit der 
Bestrahlung Schmelzgebiet N r. der 
Substanz 
Stunden 
12 125—145° { 
23 115—135° Y 
| 24 120—133° 3 
| 43 115-126 4 
44 115—127° 5 
96 140—159° 6 








Da die Kinwirkung des Luftsauerstoffes bei der hohen 
Temperatur emen KinfluB gehabt haben kénnte, wurden Proben 
im Dunkeln im elektrischen Trockenschrank erhitzt. 





Nr. der 
Temperatur | Zeit der Erhitzu Schmelzgebiet 
emp r Erhitzung chmelzgeb aces 
102° 96 Stunden 145,5° scharf 7 
150° i9 4 119-- 128° . 











Durch Bestrahlung mit Quarzlicht, aber auch durch Er- 
hitzen unter Luftzutritt wird das Cholesterin, obgleich vielleicht 
im ersten Falle schneller, veriindert, so daB der Schmelzpunkt 
zuerst fallt, dann wieder ansteigt. 

Herr Assistent Fil. Lic. A. Bernton hatte die Freundlich- 
keit, Mikro-Analysen nach Pregl einiger der obigen Substanzen 
anzufiihren, auf die wir spiter zufiickkommen. 

Substanz N,H, umkrystallisiert, entspricht C,,H,,0, bzw. 
C,,H,,0,. Es handelt sich vermutlich um Mischung eines Super- 


oxydes und einer Saure. 


b) Die Farbenreaktionen des Cholesterins. 


Wir beschreiben zuerst die Ausfiihrung der Reaktionen. 
Reaktion A (nach Whitby): 2 ccm Chloroformlésung 


') Histochemische Reaktionen (A. Schultz, Zbl. Path. 1925) werden 
hier nicht besprochen. 


| 
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des verwendeten Priparates (1—2 mg Sterin entsprechend) 
werden mit 2 ccm eines Reagenses versetzt, das aus 50 Vol. 
konzentrierter Schwefelsiiure und 1 Vol. 40°/, Formalin be- 
steht. Knthalt die Probe Cholesterin, so firbt sich die obere 
Schicht rot, die untere braunrot, mit griinlicher Fluorescenz. 
GieBt man die Chloroformschicht in ein trockenes Reagenzrohr 
und gibt dazu 3 Tropfen Essigsiureanhydrid, firbt sich die 
Flissigkeit blau, nach 1 Stunde griin. 

Reaktion B (nach Whitby): 2 ccm Kisessiglésung des 
Sterins (0,2—0,5 mg) werden unter Schiitteln mit 25 Tropfen 
des oben beschriebenen Reagenses versetzt. Das Gemisch 
firbt sich rosa und fluoresciert schwach. Nach einiger Zeit 
geht die Rosafarbe in braun iber. 

Reaktion C (nach Whitby): Einige Milligramm Sterin 
werden auf einem Porzellanscherben mit 1 Tropfen Essigsiure- 
anhydrid gefeuchtet und dann zum Schmelzen erhitzt. Nach 
Abkihlen bringt man mit einem Glasstab 1 Tropfen konzen- 
trierter Salpetersiure auf die Schmelze, die sich stark blau 
oder blaugriin farbt. 

Reaktion D (nach Harden): Eine Lésung von 0,1 mg 
Sterin in Chloroform oder Petrolither wird mit 1 Tropfen 
Furfurol und danach tropfenweise konzentrierter Schwefelsiure 
versetzt. Die obere Schicht firbt sich rot. Wird sie ab- 
gegossen und mit Kssigsiureanhydrid versetzt, geht die Farbe 
in Violett iiber. 

Die Farbenreaktionen B und D sind die empfindlichsten. 
Bei Untersuchung von Lebertran und Arachidél gibt Hardens 
Reaktion deutliche, der Beschreibung entsprechende Farbung, 
die Reaktionen nach Whitby geben keine oder wenig charak- 
teristische Farbungen. 

Das unbestrahlte Cholesterin gab alle Reaktionen sehr deutlich. 


Substanz 1. Reaktion A: Chloroformschicht gelb. Keine Reaktion mit 
Acetanhydrid. 
‘ B: Rosafarbe, die bald in braun iibergeht. 
m D: Braunrot, mit Azetanhydrid event. violett, 
Substanz 2. Reaktion A: Sehr schwache rote Farbe. 
va B: Rosa. 
» DD: Rot. 








acon es eNO 
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Substanz 3. Reaktion A: Schwache gelbbraune Farbung. 

, B: Méglicherweise schwache Rosafarbe. 

‘“ C: Keine Blaufarbung. 

.  D: Braunrot, mit Azetanhydrid braunviolett. 
Substanz 4. Reaktion A: Schmutzig gelb. 

PR B: Schmutzig rosa, bald braun. 

” C: Keine Blaufarbung. 

» D: Braun, mit Azetanhydrid rétlich. 
Substanz 5. Reaktion A: Schwach gelbbraun, mit Azetanhydrid keine 

Reaktion. 
” B: Schmutzig rosa. 
" C: Keine Firbung. 


»  D: Braunrot, bei Zusatz von Azetanbydrid violette 
Fiirbung, die bald in braun ibergeht. 


Substanz 6. Reaktion A: Gelb, auch mit Azetanhydrid. 

B: Gelb, dann braunrot. 

“. D: Braunrot. 

Substanz 7. Reaktion A: Beide Schichten rot. Chloroformschicht mit 
B 
C 


9 


Azetanbydrid blau. 
: Rosafarbe, Stich ins Violette. 
o : Deutliche Blaufirbung. 
- D: Rote Farbe, mit Azetanhydrid (blau) violett. 
Substanz 8. Reaktion A: Rotfirbung, mit Azetanhydrid blau. 
si B: Rosa, dann violett und braun. 


Durch die Bestrahlung wird das Cholesterin so veriandert, 
daB wenigstens einige der K'arbenreaktionen verschwinden, zuerst 
die Reaktionen C und A, dann auch B. Das im ‘Trocken- 
schrank erhitzte Cholesterin, das einen verinderten Schmelz- 
punkt hatte, zeigte noch die Farbenreaktionen. 


9 


1. Cholesterylacetat. 
Das unbestrahlte Priparat zeigte den richtigen Schmelzp. 114,5°. 


Reaktion A: Beide Schichten rot, obere Schicht dunkler. Mit Azet- 
anhydrid gibt diese Schicht violette, dann blaue, schlieb- 
lich griine Farbung. 

Reaktion B: Rosa, dann rotviolett. 

, ©: Keine deutliche Farbe. 
»  D: Weinrote Firbung. 


Cholesterylacetat 23 Stunden bestrahlt. 
Sehmelzpunkt sehr unscharf, etwa 120°. 


Reaktion A: Untere Schicht dunkelrot, obere hell braunrot. Mit Azet- 
anhydrid keine Blaufirbung. 


»  B: Sehmutzig rosa, dann braun. 
. ©: Keine Firbung. 
,,  D: Braunrot. 
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Cholesterylacetat 20 Stunden bestrahlt. Stark braun gefirbt. 
War wahrscheinlich stiirker erhitzt worden als das obige. 


Schmelzpunkt sehr unscharf bei etwa 140°. 


Reaktion A: Chloroformschicht hellrot, mit Azetanhydrid keine Farbung. 
B: Weinrot. 
D: Dunkel weinrot. 


2. Betulin. 
Nicht bestrahlt. Schmelzpunkt scharf bei 251°. 
Reaktion A: Chloroformschicht gelb, mit Azetanhydrid keine Blau- 
fiirbung. 
B: Schwach rosa bis gelb. 
C: Keine Fiarbung. 
D: Braunviolett, triib. 


” 


Bestrahlt 12 Stunden. Schmelzpunkt unsecharf 205—215°. 


Reaktion A: Chloroformschicht farblos, auch mit Azetanhydrid. 
»  B: Rosa bis gelb. 
»  C: Keine Farbung. 
D: Braunviolett, triib. 


Bestrahlt 23 Stunden, Sechmelzpunkt unscharf bei 205°. 


Reaktion A: Chloroformschicht gelb. 
,  B: Gelb, méglicherweise rosa. 
.  D: Braunvioletter Niederschlag. 


>. Farbenreaktionen des Dorschlebertrans. 

Reaktion A: 5,4 mg Tran geben, in 2cem Chloroform gelést, nach 
einiger Zeit sehr schwache Rosafirbung. 

Reaktion B: 3 mg Tran in 2 ccm Eisessig: Von 10 Proben gaben vier 
keine Firbung, nach einiger Zeit gelbbraun. 6 Proben 
inédglicherweise schwache Rosafarbe, die bald in braun 
iiberging. 

5,4 mg Tran in 2 cem Kisessig: In 4 Proben kcine Firbung; 
in 3 Proben méglicherweise zuerst rosa, dann gelb, 
Proben ohne Tran geben keine Fiirbung. 

Reaktion D: Proben ohne Tran farblos. 5,4 mg Tran gaben in simt- 
lichen ausgefiihrten Proben rote Farbe, dann violette. 
Nimmt man an, da8 der Tran 1°/, Cholesterin enthiilt, 
so sollten 0,054 mg Cholesterin eine entsprechende Farbe 
geben. Diese Menge Sterin gab indessen keine der Reak- 
tionen A und B und in der Reaktion D nur schwache 
Rosafarbe. Weitere Versuche zeigten, daB die Farbung 
von 5mg Tran ungefaihr der entspricht, die von 1 mg 
Cholesterin gegeben wird. 
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0,054 mg bestrahltes Cholesterin (Substanz 5) gab keine 
Reaktion nach A und B, médglicherweise schwache Farbe 
nach D. 

4. Arachidol. 


54mg unbestrahltes Ol geben nach Reaktion B gelbe Farbe. 
GréBere Olmengen schmutzig braune Firbung. 

5,4 mg geben nach D schwach rotviolette Farbe, die mit der Zcit 
dunkel wird. 


Ol, 30Sek. im Quarzrohr in 4em Abstand von der Lampe 
bestrahlt. 
Reaktion A: 5,4 mg gaben schwache gelbe Firbung, griéfere Mengen 

braune. 

o Bb: Keine deutliche Firbung. 

»  D: 5,4mg gaben schwache violette Farbung, die dann in 
braun tiberging. 

Ol, dieselbe Zeit in offener Schale bestrahlt. 


Reaktion A: 5,4 mg geben keine Farbe in der Chloroformschicht. Dic 
Schwefelsiiureschicht wird bei gréBeren Mengen immer 
brauner. 

,  B: 5,4 mg geben gelbbraune Farbe. 
D: Schwach violette Farbe, die dann dunkler wird. 


II. Die Farbenreaktion von Tran mit Pyrogallol nnd 
Trichloressigsiure nach Fearon. 


Fearon hat an Stelle von Schwefelsiure zwei andere 
Kondensationsmittel eingefiihrt, und zwar Trichloressigsiure 
und Phosphorpentoxyd, womit auch der Farbstoff aus der 
Liésung des Oles abgeschieden werden kann. (Ein mit P,O, 
behandeltes Ol, sowie die Hydrolyseprodukte des Farbstoffes, 
hatten keine Aktivitat mehr.) 

FKiir colorimetrische Vergleiche zwischen verschiedenen 
Transorten usw. verwendet man am besten Trichloressigsiure 
als Kondensatiousmittel. Wir fiihrten die Proben ganz nach 
den Vorschriften von Fearon aus: Zu dem Ol oder dessen 
Lésung in vollkommen trockenem Petrolither setzt man einige 
Krystillchen Pyrogallol und eine bestimmte Menge einer 
12°/,igen Lésung von trockener Trichloressigsiure in Petrol- 
ther. Zu 2 ccm Petrolitherlésung des Oles nimmt man z. B. 
8 ccm Trichloressigsiurelésung. Die meisten Transorten geben 
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unmittelbar eine starke Rosafarbe, die sich allmihlich zu einer 
dunklen Permanganatfarbe vertieft. Kinige Ole geben nur 
schwache Farbe, was darauf beruht, daB fiir die Entwicklung 
derselben eine Oxydation ndtig ist. Die meisten Ole kiénnen 
diese selbst besorgen, einige aber nicht. Setzt man zu diesen 
aber eine kleine Menge Benzoylsuperoxyd, so entwickelt sich 
die Farbe schnell und zeigt den richtigen Ton. 

Wir haben nur einige Ole untersucht um Anhaltspunkte 
dariiber zu gewinnen, ob die Farbenreaktion mit dem A-Vitamin 
des Oles in Zusammenhang steht. 


A. Verschiedene Transorten.') 


1. Stark aktiver Tran, norwegischer Herkunft ..Y“. Dieser 
Tran gab ohne Zusatz von Oxydationsmitteln eine starke Farbe, 
die durch Benzoylsuperoxyd nicht merkbar vertieft wurde. 
Dieses Ol enthiilt also selbst oxydierende Stoffe in ausreichen- 
der Menge. 

2. Stark aktiver Tran, ,[ris II“. Auch dieser Tran gab 
ohne weiteres die charakteristische starke Farbe. In voller 


* Ubereinstimmung mit Fearon fanden wir, daB die Farbe sehr 


haltbar ist. Diese Reaktion iibertrifft in dieser Hinsicht alle 
oben beschriebenen. Die Lésungen kénnen mit trockenem 
Petrolither verdiinnt werden, und eignen sich gut zu colori- 
metrischer Bestimmung. 

3. Stark aktiver Tran ,[ris I“. (Taglicher Zusatz von 
1,9 mg Tran zur Grundkost erzeugt normales Wachstum; in 
40 tigigem Versuch 1,61 mg PO, per Gramm Blut) Diese 
‘Transorte gab eine sehr schwache Farbe, einige Proben iiber- 
haupt keine. In gewissen Fillen konnte beim Zusatz des 
Reagenses eine schwache, dunkelgriine Farbung beobachtet 
werden, die bald verblabte. Mit Benzoylsuperoxyd versetzt, 


1) Die Wirksamkeit dieser beiden Trane im Rattenversuch wird 
hinsichtlich des Faktors 1D dadurch charakterisiert, daB 40—50 g schwere, 
etwa 25 Tage alte, weiBe Ratten bei tiglichem Zusatz von 2,2 mg (Y) 
bzw. 2,0 mg Ivistran zu A- und 1D-freier Grundkost durechaus normales 
Wachstum (20 g in 35 Tagen) zeigten. Die histologische Untersuchung 
post mortem ergab keine Anzeichen von Rachitis; Phosphorgehalt des 


Blutes 1,4 bzw. 1,55 mg PO, per Gramm Blut. 
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gab indessen auch dieser Tran eine ebenso starke und charak- 
teristische Firbung wie die obigen. Wir haben auBerdem 
beobachtet, daB Tranproben, die keine Farbe geben, an der 
Luft nach mehrtiigigem Stehen oxydierende EKigenschaften an- 
nehmen und dann starke Farbung geben. 

Eine ganz frische Probe dieser 'ransorte gab mit dem 
Reagens eine stark dunkelgriine Firbung. Nach etwa 1 Stunde 
war die Lésung beinahe farblos. Nach 20 Stunden schwach 
Rosa. Mit Benzoylsuperoxyd gab der Tran die richtige starke 
Farbung. 

B. Sterine. Cholesterin, Cholesterylacetat und Sitosterin !) 
geben keine Farbung. Proben, die mehrere Stunden mit ultra- 
violettem Licht bestrahlt wurden, gaben auch keine oder nur 
eine geringe Gelbfiirbung. Zusatz von Benzoylsuperoxyd war 
wirkungslos. Bei groBen Mengen trat eine braune Tribung aut. 


C. Arachidél. Arachidél, auch in groBen Mengen, gibt 
mit Pyrogallol und Trichloressigsiiure keine Farbung. Anderer- 
seits ist bekannt, daB dieses Ol keine Vitamineigenschaften 
besitzt. Wird Arachid6él mit ultraviolettem Licht kurze Zeit 
bestrahlt, erhilt es aber bekanntlich starke A- und 1 D-Vitamin- 
wirkungen. Ware nun die Farbenreaktion von Fearon mit 
dem Gehalt an eigentlichem A-Vitamin in Verbindung zu 
setzen und wiirde diese Substanz bei der Bestrahlung gebildet, 
so konnte erwartet werden, daB das bestrahlte Ol die Reaktion 
mit Pyrogallol und 'Trichloressigsiiure gebe. Wir haben dieser 
Krage einige eingehendere Versuche gewidmet. 

Zuerst stellten wir fest, da& nach einer Bestrahlung, die 
dem Ol fiir Tierversuche eine geniigend starke Vitaminwirkung 
erteilt, ohne Giftigkeit hervorzurufen, das Ol noch keine Farben- 
reaktion zeigt. 

Nach lingerer Bestrahlung (1—3 Stunden) gibt das Arachidél 
mit Pyrogallol und Trichloressigsiure eine starke Farben- 
reaktion, aber teils wird sie langsamer als bei Tran entwickelt, 
teils ist die Farbe gelb bis braun. In keinem Falle haben 





1) Zwei Priparate kamen zur Verwendung, von welchen wir eins 
der Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. A. Windaus verdanken. 
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wir mit bestrahltem Ol eine charakteristische Farbenreaktion 
erhalten kénnen. 

Uber die Art des in dieser Farbenreaktion vorliegenden 
chemischen Vorganges kénnen bis jetzt héchstens Vermutungen 
geiuBert werden. Der Umstand, daB in vielen Fallen der 
Zusatz von Benzoylsuperoxyd erforderlich ist, in anderen nicht, 
legt die Annahme nahe, das ein im Tran vorhandenes Oxy- 
dationsprodukt an der Farbenreaktion beteiligt ist, und man 
wird bei der niheren Erforschung desselben einerseits Aldehyde, 
andererseits organische Superoxyde ins Auge fassen; in dieser 
Richtung hat sich ja Harden bereits ausgesprochen. 

Kine Stiitze fiir die Annahme der wesentlichen Mitwirkung 
solcher Oxydationsprodukte bei der Fearonschen Reaktion 
fanden wir gelegentlich der Untersuchung eines wenig ge- 
reinigten T'ranes. Bei der Untersuchung auf wasserlésliche 
Amine wurde beobachtet, daB viele Transorten, und zwar im 
allgemeinen gerade diejenigen, welche die Fearonsche Reaktion 
ohne Benzoylsuperoxyd geben, mit Jodkalium—Stirkelésung 
seschiittelt, eine kriftige Jodabscheidung (Blau- bis Blauviolett- 
firbung) bewirken, deren quantitative Bestimmung zur Charak- 
terisierung eines 'ranes beitragen kann. 

Um genauer die Farben von Tran und Arachidél ver- 
gleichen zu kénnen, haben wir an charakteristisch gefirbten 
Lésungen im Gitterspektrographen photographische Aufnahmen 
gemacht. Angewendet wurde eine Cuvette mit 4 mm Schicht- 
dicke. Die Aufnahme geschah mit panchromatischen Platten 
von O. Perutz, Miinchen (wenig empfindlich im Griin). Wie 
aus den T'afeln ersichtlich ist, ist die Kassette, die fest montiert 
ist, an den Riindern mit Ziihnen versehen. Durch Aufnahme 
des Spektrums einer Argonlampe (Spektrum 1) werden die den 
senkrechten Kanten der Ziihne entsprechenden Wellenlingen 
bestimmt.!) Die Orientierung im Spektrum wird dadurch von 
etwaigen seitlichen Bewegungen der Platte bei deren Ver- 
schiebung unabhiingig. Die Schwarzung der Platten wurde 
dann an bestimmten Punkten im Martensphotometer gemessen. 





1) Herrn Dozenten Dr. A. Odencrantz danken wir bestens fiir 
die freundlichen Ratschliige und die Uberlassung der Apparate. 
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An jedem Punkte wurden 4 Ablesungen gemacht. 





3 




















Wir vergleichen nun zuerst die Firbungen von Lebertran 
5 5 

(Yellow) und bestrahltem Arachiddl. 

dsung des Ules wurde Pyrogse d 5ccem Trichloressigsiure- 

l g des Ol de Pyrogallol und m Trichloressigsiiur 

Nach 24 Stunden wurden die Absorptions- 


reagens gesetzt. 
bilder aufgenommen: 


Cuvette mit Reagens ohne Ol 
0,4 ecm Tran ,,Y“ 


0,2 cem 
0,1 eem 
0,1 cem 
0,2 ecm 
0,4 ccm 





Zu 5 ecm 


9 


3% 


Petrolither- 


Spektrum 9 


10 
11 
12 
18 
14 
15 


Aus dem 
Mittelwert des Winkels » erhilt man die Schwirzung: 
S = log tg? v. 
Aus der Schwiirzungskurve der Platte (Fig. 1), die durch 
Kinlegen eines Graukeils ermittelt wurde, findet man fiir die 
Punkte die Lichtintensitéit log (Die Keilkonstante war 0,500). 
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a ‘ . ” 
W come v . Lich : eerie 
Spektrum im log tg? intensitat eat 
Photometer log J ARG 
9 61,8 0,541 0,80 — 
72,5 1,003 1,04 — 
82,2 1,727 1,32 — 
85,7 2,248 1,53 ~ 
16,2 1,220 1,13 — 
78,3 1,368 1,18 — 
82,7 1,785 1,34 — 
85,1 2,134 1,48 _ 
84.8 2,082 1,43 a 
60,4 0,491 0,77 se 
58,0 0,408 0,68 —_ 
10 99,9 0,326 0,55 0,25 
59,0 0,442 0,73 0,32 
68,3 0,800 0,94 0,38 
71,8 0,966 1,02 O51 
58,1 0,412 0,72 0,41 
57,8 0,402 0,70 0,48 
66,5 0,723 0,91 0,43 
73,0 1,345 1,17 0,31 
80,1 1,516 1,25 0,18 
56,6 0,362 0,63 0,14 
55,4 0,323 0,53 0,15 
11 55,5 0,326 0,55 0,25 
65,0 0,663 0,88 0,17 
76,9 1,266 1,14 0,19 
81,2 1,620 1,29 0,24 
66,0 0,703 0,90 0,23 
67,3 0,757 0,93 0,25 
76,2 1,220 1,12 0,22 
$3,2 1,847 1,37 0,11 
83,7 1,914 1,40 0,03 
59,0 0,443 0,73 0,04 
56,5 0,358 0,63 0,06 
12 58,0 0,408 0,70 0,10 
68,1 0,792 0,94 0,10 
80,0 1,507 1,24 0,09 
83,9 1,942 1,41 0,12 
70,5 0,902 0,99 0,14 
73,1 1,035 1,04 0,14 
80,3 1,534 1,25 0,10 
84,3 2,002 1,43 0,05 
84,4 2,017 1,44 — 
59,0 0,443 0,73 0,04 
55,5 0,326 0,63 0,06 
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Winkel v Licht- 
Spektrum im log tg” v intensitat Absorption 
Photometer log J A log J 
13 56,5 0,358 0,63 0,18 
59,6 0,463 0,75 0,29 
71,8 0,966 1,02 0,31 
17,6 1,316 147 0,36 
67,7 0,774 0,94 0,19 
71,2 0,936 1,00 0,18 
78,7 1,399 1,20 0,15 
83,8 1,928 1,40 0,08 
84,6 2,049 1,45 a 
59,6 0,463 0,75 0,02 
55,2 0,316 i “i 
14 54,4 0,290 se se 
56,5 0,358 0,63 0,42 
64,0 0,624 0,86 0,47 
68,0 0,787 0,94 0,59 
61,0 0,513 0,78 0,35 
67,3 0,757 0,93 0,25 
76,2 1,220 1,13 0,17 
82,4 1,750 1,33 0,15 
83,4 1,873 1,38 0,05 
58,2 0,415 0,70 0,07 
54,5 0,294 0,50 oi 
15 34,0 0,278 en we 
55,4 0,323 0,50 0,54 
58,7 0,432 0,62 0,71 
60,8 0,505 0,78 0,75 
57,0 0,375 0,65 0,48 
63,8 0,616 0,85 0,33 
74,2 1,097 1.07 0.27 
81,3 1,631 1,29 0,19 
83,0 1,822 1,36 0,07 
56,8 0,368 0,64 sae 
53,6 0,265 —_ — 














Schon bei Betrachtung der Spektra findet man den Unter- 
schied. Der Tran zeigt deutliche Absorption schon im Orange, 
stark im Griin, weniger stark im Blau und Violett. Daher 
die violette Farbe. Das Arachidél dagegen, auch in der gréBten 
Konzentration, laBt rot und gelb durch, léscht dagegen blau 
und violett sehr stark; daher die gelbe bis rotbraune Farbe. 
Die Lichtintensitit wurde nun an den in der obersten Tafel 
angegebenen Punkten gemessen. Wir fassen das Resultat in 
obiger Tabelle zusammen. Bei jedem Spektrum entspricht 
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also die oberste Zeile der Wellenlainge 3575 A.-E,, die unterste 
7225 A.-E. In der letzten Spalte findet man den Unterschied 
in Lichtintensitéat: Die Absorption Alog /. 
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Fig. 2. 

In der Fig. 2 sind die Absorptionskurven des Y-Oles 
ausgezogen, sie zeigen zwei Maxima, obgleich nicht besonders 
ausgepragt bei 4560 A.-EK. und 5330 A.-E. Die Absorptions- 
kurven des Arachidéls sind gestrichelt. Sie zeigen eine starke 
Absorption im Violett und Blau mit Maximum bei etwa 
4400 A.-E. Die Absorption im Gebiete 5000—6000 A.-E ist 
dagegen viel kleiner als die des Trans. 

Wir haben nun auch den EinfluB des Benzoylsuperoxyds 
auf die Farbenreaktion des Arachidéls untersucht. Es zeigte 
sich, daB, wenn zu einem Arachidél, das selbst keine Farbe 
mit dem Pyrogallolreagens gab, Benzoylsuperoxyd zugesetzt 
wurde, das Ol mit dem Reagens eine starke gelbe bis braune 
Farbe gab und zwar war die Farbe derjenigen iahnlich, die 
nach Bestrahlung des Ols erhalten wurde. In dem oberen 
Bild der Tafel finden wir folgende Spektra: 


Kuvette mit Lésungsmittel Spektrum 2 
po | a a ea ee ae ee oe “ 3 
‘ mit Benzoylsuperoxyd 4 

‘i SO Se we wR 5 
bestrahlt mit Benzoylsuperoxyd 6 
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Schon bei Betrachtung des Bildes sieht man, daB die 
Verschiedenheit der Farbenreaktion des unbestrahliten und des 
bestrahlten Arachidéls in den Versuchen mit Benzoylsuper- 
oxyd véllig ausgeglichen ist. Dies findet man noch besser i: 
der folgenden Tabelle. 

Die Absorptionskurven sind in der Fig. 3 veranschaulicht 
Die Kurve des Arachidéls ohne Benzoylsuperoxyd (keine Fiirbung 
fallt beinahe mit der X-Achse zusammen (nicht gezeichnet 





4‘ logJ/ 
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Von den Kurven in der Figur ist die Ausgezogene die des 
bestrahlten Arachidéls. Die zwei gestrichelten Kurven, die 
sehr nahe zusammenfallen, sind die Absorptionskurven des 
unbestrahlten und des bestrahlten Arachidéls unter Zusatz von 
Benzoylsuperoxyd. Wie wir schon oben gesagt haben, wird 
durch Benzoylsuperoxyd der Unterschied ausgeglichen zwischen 
unbestrahltem und bestrahltem Ol. Die bei der Bestrahlung 
auftretenden Stofie, welche die Farbenreaktion bedingen. 
haben also wahrscheinlich direkt nichts mit den Vitamin- 
eigenschaften des Oles zu tun, sondern bedingen nur durch 
ihre oxydierenden Eigenschaften dieselbe Farbung wie das un- 
bestrahlte Ol in Gegenwart von Benzoylsuperoxyd. Dazu kommt, 
wie wir friiher angefiihrt haben, daB nach kurzer Bestrahlung 
trotz kriftiger Vitaminwirkung keine Farbenreaktion erhalten 
wird und weiter, daB in jedem Falle die mit Arachidél er- 
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1,544 
1,860 
1.847 
0,477 
0,382 


0,392 
0,332 
0,342 
0,342 
0,349 
0,422 
0,715 
1,268 
1,435 
0,419 


0,405 
0,372 
0,405 
0,531 
0.402 
0,527 
0,828 
1,150 
1,280 
0,419 





Licht- 
intensitit 
log J 


0,85 
1,05 
1,35 
1,46 
1,10 
1,23 
1,32 
1.42 
1,38 
0,78 


0,72 


0,80 
0,94 
1,19 
1,37 
1,01 
1,10 
1,25 
1,37 
1,36 
0,76 
0,66 


0,67 
0,58 
0,60 
0,60 
0,61 
0,70 
0,90 
1,14 
1,21 
0,70 


0,69 
0,65 
0,69 
0,79 
0,68 
0,80 
0,95 
1,09 
1,14 
0,70 





Absorption 
A log J 
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Winkel v Licht- 
Spektrum im log tg? v intensitit Absorption 
Photometer log J 4 log J 
6 58,2 0,415 0,70 0,15 
57,9 0,405 0,68 0,37 
57,4 0,388 0,67 0,68 
57,4 0,388 0,67 0,79 
57,1 0,378 0,66 0,44 
09,4 0,456 0,74 0,49 
68,3 0,800 0,94 0,38 
17,2 1,287 1,15 0,27 
80,5 1,553 1,26 0,12 
59,4 0,460 0,74 0,04 
58,5 0,425 0,71 0,01 


haltene Farbe eine ganz andere ist als die, welche von Tran 
gegeben wird. (Der Minimipunkt bei 4900 A.-E. riihrt von 
der Unempfindlichkeit der Platte im Griin her.) 

Wir haben schlieBlich zwei Aufnahmen gemacht, um den 
groBen Unterschied zu zeigen zwischen den Firbungen ge- 
wisser T'ransorten ohne und mit Benzoylsuperoxyd. 2 ccm 
Tran ,Jris I* (also eine sehr groBe Tranmenge) wurde mit 
Pyrogallol und 10 ccm Trichloressigsiurereagens versetzt. 
Kine sehr schwache Rosafarbe wurde beobachtet: Spek- 
trum 7. Dieselbe Tranmenge mit einer kleinen Menge Ben- 
zoylsuperoxyd versetzt, gab mit dem Reagens eine so starke 
Farbung, dai die Platte mit derselben Exponierung wie 
die der anderen Aufnahmen kaum merkbar geschwirzt wurde: 
Spektrum 8. 


Was nun den Zusammenhang zwischen Intensitit der 
Farbenreaktion einerseit und anti-rachitischer Wirkung an- 
dererseits betrifft, so muB auf Grund unserer hier mit- 
geteilten Versuche die Proportionalitét zwischen den Wirk- 
samkeiten A bzw. 1D und der Absorption an einem gréBeren 
Material ermittelt werden, bevor iiber den Zusammenhang zw!- 
schen Farbenreaktion und biologischer Wirkung etwas end- 
giiltiges ausgesagt werden kann. Insbesondere méchten wir 
hier betonen, was bei den meisten Besprechungen dieser Fragen 
iibersehen wurde, daB die beiden biologischen Wirkungen A 1 
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und 1D unabhingig voneinander untersucht werden miissen, 
wie neuerdings wieder durch die griindlichen Untersuchungen 
yon Miss H. Chick!) festgestellt wurde. 


III. Einflu8 verschiedener Losungsmittel und von Fettzusatzen 
auf die Farbenreaktion mit Pyrogallol. 


Fiir begonnene Versuche, die wirksamen Vitamine und 
Faktoren des Trans durch Zusatz von anderen Liésungsmitteln 
zu fraktionieren war es notwendig zu wissen, wie die Reaktion 
durch verschiedene Lésungsmittel beeinflu8t wird. Von einer 
norwegischen Transorte (Y) wurden 0,2 ccm mit 1 ccm des 
betreffenden Lésungsmittels, dann mit Pyrogallol und mit 5 ccm 
Petroleumatherlésung von Trichloressigsiure versetzt. Es zeigte 
sich, daB Chloroform, Benzol, Schwefelkohlenstoff die Reaktion 
nicht stéren. Bei Gegenwart von Athylalkohol (absolut). 
Athylither, Athylacetat oder Eisessig dagegen blieb das Auf- 
treten der Farbung aus; die Lésungsmittel waren wasserfrei 
und die Gemische hielten sich vollkommen klar. Wurde eine 
stark gefirbte Mischung von Ol mit Reagens mit 1 ccm Athyl- 
alkohol versetzt, so verschwand die Fiarbung beinahe voll- 
stindig; Zusatz von Benzoylsuperoxyd hatte in diesen Fallen 
keinen deutlichen KinfluB. Nach sehr langem Stehen nahmen 
die alkoholhaltigen Lésungen eine schwache, gelbliche Fiir- 
bung an. 


Da aus einigen Untersuchungen hervorzugehen scheint, 
da8 die Wirkung einer bestimmten Menge Tran herabgesetzt 
wird, wenn dem Tier gleichzeitig eine gréBere Menge inak- 
tiven Fettes gegeben wird?), haben wir untersucht, ob die An- 
wesenheit von gréBeren Mengen Arachidél die Farbenreaktion 
des Trans stért. Tran mit der fiinffachen Menge Arachidél 
vermischt, gab indessen eine ebenso starke Reaktion wie der 
reine Tran, auch wenn die Mischung der Ole vor der Priifung 
20 Stunden gestanden hatte. 





*) H. Chick, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 119 (1926). 
*) Vel. hierzu Fridericia, Journ. Biol. Chem. Bd. 62, S. 471 
y 
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IV. Einflu8 der Feuchtigkeit. 


Der verwendete norwegische Tran (Y) wurde mit Wasser 
stark geschiittelt und die Mischung wurde dann 20 Stunden 
stehen gelassen. Mit 5 Tropfen des stark getriibten Oles, 
das sogar noch ungeléstes Wasser enthielt, wurde nun die 
Harbenreaktion angestellt. Die starke, charakteristische Farbe 
entwickelte sich unmittelbar. Wir fanden also bei diesem 
Versuch keinen so starken EinfluB des Wassers, wie es sic) 
nach den Angaben von Fearon vermuten lieB. 














Uber die Nervonsiure. 
Von 


E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1926.) 


Das vor einger Zeit von mir’) unter dem Namen Nervon 
beschriebene Cerebrosid des Gehirns lefert, wie bereits da- 
mals festgestellt wurde, bei der Spaltung eine ungesiittigte 
Fettsiure von der Zusammensetzung C,,H,.O,. Demnach 
scheint sie in naher Beziehung zu den Fettsiiuren der anderen 
niher bekannten Cerebroside des Gehirns, insbesondere zu der 
des Kerasins — der Lignocerinséure C,,H,.0, — zu stehen. 
Ks war deshalb von besonderem Interesse, die Hydrierung der 
Nervonsiiure durchzufiihren und die dabei entstehende ge- 
sittigte Fettsiure kennen zu lernen. 

Die erhaltene schén krystallisierte Substanz schmilzt nun 
auffallenderweise um 4° hdher wie die Lignocerinsiure des 
Kerasins, deren Schmelzpunkt von 81° auch nach eingehen- 
deren Untersuchungen von Levene?) ausdriicklich von neuem 
bestitigt wird. Ihr Schmelzpunkt stimmt dagegen tberein 
mit der héchstschmelzenden Lignocerinsiure, die bis jetzt ge- 
wonnen werden konnte. Diese letztere haben Percy Brigl 
und Edgar Fuchs’) aus der Lignocerinsiure des Buchenholz- 
teers vom Schmelzp. 81°, die friiher fiir eine einheitliche Sub- 
stanz gehalten wurde, herausfraktioniert. Ein Praiparat von 
dieser hochschmelzenden Lignocerinsiure hat mir Herr Pro- 
fessor Brigl freundlichst zur Verfiigung gestellt. Der Ver- 


1) Diese Zs. Bd. 145, S. 244 (1925). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 61, 8S. 157 (1924). 
5) Diese Zs. Bd. 119, S. 280 (1922). 
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gleich mit der hydrierten Nervonsiure ergab keine Unter- 
schiede; auch der unveriinderte Schmelzpunkt einer Mischprobe 
deutet darauf hin, daB beide Substanzen identisch sind. 

Percy Brigl und Edgar Fuchs haben nun bereits auch: 
die Identitiit ihrer Saiure mit der synthetisch aus Behensiure 
gewonnenen n-T'etrakosansiure festgestellt. Somit diirfte auch die 
hydrierte Nervonsiiure mit der letzteren iibereinstimmen. In 
der Tat zeigt eine Mischprobe beider Substanzen?) einen un- 
veriinderten Schmelzpunkt. 

Auf Grund dieser Feststellungen besitzt die Nervonsiure 
eine unverzweigte Kohlenstoffkette. 

Zur Beschaffung der fiir die vorliegende und weiterer 
noch nicht abgeschlossener Untersuchungen nétigen gréBeren 
Mengen Nervonsiiure verwendete ich als Ausgangsmaterial, 
welches der Spaltung unterworfen wurde, das seinerzeit als 
Nervonfraktion bezeichnete phosphorfreie Cerebrosidgemisch. 
Auf eine vorangehende Isolierung des Nervons aus diesem 
Rohprodukt wurde von vornherein verzichtet, da hierbei der 
gréBere Teil des Cerebrosids in den zahlreichen unreineren 
Fraktionen verbleibt. 

Es muBte dann allerdings die Nervonsiure aus dem in 
diesem Fall auftretenden Fettsiuregemisch abgetrennt werden. 
Bei dieser Gelegenheit gelang es, das wenig befriedigende 
friihere Trennungsverfahren wesentlich zu verbessern. Ich 
habe mich dann endlich nicht nur auf die Isolierung der 
Nervonsiure beschriinkt, sondern auch noch den Hauptteil der 
anderen Fettsiiurefraktionen mit in die Untersuchung ein- 
bezogen. 


Die Spaltung der Nervonfraktion und die Abtrennung der 
Nervonsaure. 
Die Nervonfraktion wurde nach der in der friiheren Mii- 
teilung unter a) bei der Verarbeitung des Menschengehirns 
gegebenen Vorschrift gewonnen. Die einzige Abweichung dieser 


') Eine Probe der synth. n-Tetrakosansiiure verdanke ich ebenfalls 
Herrn Professor Brig}. 
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Vorschrift gegentiber bestand darin, da die alkoholische Lésung, 
die man aus dem eingeengten Petroliitherextrakt der mit Aceton 
extrahierten Gehirnmasse durch Ausfillung des Kephalins mit 
Alkohol, Entfernung des Petrolithers im Vakuum und Ver- 
diinnen der konzentrierteren alkoholischen Lésung auf das an- 
gegebene Volumen erhielt, iiber Nacht im Kisschrank stehen 
gelassen und der dabei aufgetretene cerebrosidhaltige Nieder- 
schlag abgetrennt wurde. Erst jetzt erfolgte dann die Fallung 
mit einer alkoholischen Lésung von Bleiacetat. Diese kleine 
Abinderung des Verfahrens fiihrte dann zu einer Cerebrosid- 
fraktion von hdherer Jodzahl wie die der entsprechenden 
friiheren Praparate. Ausbeute aus 50 Menschengehirnen: 32 g. 
Die Substanz war phosphorfrei. 


0,0496 g Substanz erforderten 2,27 cem '/,, n-Bromlésung. 


0,1077 g - 4,00 eem Kaliumpermanganatlésung. 
22,42 cem Permanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 
Jodzahl: 58,1 Galaktose: 19,6°),. 


Zur Darstellung der Nervonsiiure werden 10 g des Cere- 
brosidgemisches auf die iibliche Weise nach Thierfelder?’) 
durch 4 stiindiges Kochen*) unter RiickfluBkiihlung mit 500 ccm 
10°/,iger methylalkoholischer Schwefelsiure gespalten. Nach 
Abtrennung des beim Abkiihlen der Lésung auf 0° auf- 
getretenen Niederschlags, der im wesentlichen aus den Estern 
der gesittigten Fettsiiuren besteht, gewinnt man den in Lésung 
gebliebenen Teil der veresterten Fettsiuren wie friiher”) durch 
Ausschiittein mit Petrolither. Nach Verdunsten des Petrol- 
iithers hinterbleibt ein éliger Riickstand (4,14 g). 

Die Menge des bei 0° abgeschiedenen Niederschlags betrug 0,64 g. 
Schmelzp. 54°. 

0,0462 g Substanz erforderten 0,54 ecm */,, n-Bromlésung. 

Jodzahl: 14,8. 

Der Olige Riickstand wird in 35 Volumteilen ca. 

1), n-methylalkoholischer Natronlauge aufgenommen und die 


*) Friither wurde 7 Stunden gekocht. Es zeigte sich, daB wie beim 
Cerebron schon nach 4 Stunden die Spaltung beendet ist. 

1} Abderhaldens Handbuch der biol. Arbeitsmethoden. Abt. I, 
Teil 6, Heft I, S. 157 (1922). 

*) a. a. O. 
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Ester durch 1 stiindiges Kochen auf dem Wasserbad unter 
RiickfluBkihlung verseift. Ohne den beim Abkiihlen aui- 
tretenden Niederschlag zu beriicksichtigen, versetzt man mit 
dem doppelten Volumen Wasser, macht mit verdiinnter 
Schwefelsiure sauer und schiittelt die Siuren mit Ather aus, 
Nach dem Abdestillieren des Athers nimmt man den festen 
Rickstand (4,00 g) in 15 Volumteilen 96°/,igem Alkohol aut, 
erhitzt zum schwachen Sieden und setzt langsam unter Schiitteln 
eine heiBe alkoholische Lésung von Magnesiumacetat zu bis 
keine weitere Fallung mehr eintritt. Der Niederschlag wird 
abgesaugt und mit heiBem Alkohol gewaschen. Aus dem 
heiBen Filtrat scheidet sich beim Abkiihlen noch eine kleinere 
Menge Magnesiumsalz ab. Es wird ebenfalls abgesaugt und 
mit der Hauptmenge vereinigt. 


Die Fettsiiurefraktion, die aus dem Niederschlag durch Zerlegen 
der Magnesiumsalze mit Salzsiure erhalten wurde, schmolz bei 63—66°. 
Ihre Menge betrug 1,46 g. 


0,0679 g Substanz erforderten 1,83 cem ‘'/,, n-alkohol. Natronlauge 
vom T. 0,9857 (Indik. Phenolphtalein). 
0,0427 g Substanz erforderten 2,00 cem '/,) n-Bromlésung. 
Aquivalentgew.: 376. Jodzahl: 59,4. 


Die daraus durch fraktionierte Fallung mit Magnesiumacetat und 
Zerlegen der gefiillten Salze gewonnenen Siurefraktionen hatten alle 
denselben Schmelzpunkt, der mit dem des Ausgangsmaterials iiberein- 
stimmte. Sie wurden deshalb wieder vereinigt. In dem Filtrat der 
letzten Ausfillung verblieb nur ein unbedeutender Rest, der durch 
weitere Zugabe von Magnesiumacetat nicht mehr fillbar war. 

Trotzdem erwies sich die Substanz als nicht einheitlich, denn es 
lieBen sich aus ihrer itherischen Lésung durch unvollstindiges Fiillen 
mit alkoholischem Bleiacetat noch héher schmelzende Anteile (Schmelz- 
punkt des héchstschmelzenden 783—74°) mit niederer Jodzahl wie der 
des Ausgangsmaterials abtrennen, Nach ihrer Entfernung verblieb 
schlieBlich eine bei 63° schmelzende Substanz, Wegen der verhiltnis- 
miBig kleinen Menge derselben wurde sie nicht mehr durch weiteres 
Fraktionieren auf Einheitlichkeit gepriift, sondern es wurde durch Aut- 
uahme in 30 Volumteilen warmem Methylalkohol und Zugabe einiger 
Tropfen einer konzentrierteren methylalkoholischen Natronlauge bis zur 
sechwach alkalischen Reaktion das Natriumsalz dargestellt, das aus der 
Lésung beim Abkiithlen auf Zimmertemperatur in krystallisiertem Zu- 
stand ausfiel. Die aus dem Natriumsalz wiedergewennene, aus wenig 
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Aceton umkrystallisierte Saure schmolz bei 63—64°. Die Menge betrug 
0,23 g. 

0,0543 g Substanz erforderten 1,45 cem ',,, n-alkohol. Natronlaug 
y. T. 0.9778 (Indik. Phenolphtalein.) 

0,0370 g Substanz erforderten 1,86 ccm 1,,, n-Bromlésung. 
Aquivalentgewicht: 383 Gef. Jodzahl: 63,8 
Fiir ein Mol.-Gew. von 383 und eine doppelte 

Bindung im Molekiil Ber. " 66,28. 


Es scheint demnach kaum mehr zweifelhaft, dab bei der Spaltung 
des vortiegenden Cerebrosidgemisches neben der Nervonsdure noch eine 
zweite ungesittigte Siiure auftritt, die nach Schmelzpunkt und anderen 
Eigenschaften durchaus von jener verschieden ist (siehe auch die fol- 
gende Abhandlung.) 


Die Nervonsiure bleibt bei der Faliung mit Magnesium- 
acetat in Lésung. Um sie daraus zu gewinnen, fiigt man zu 
dem Filtrat etwa 40 com Wasser und einige Kubikzentimeter 
verdiinnte Schwefelsiiure. Die ausgefallene Siure wird mit 
leicht siedendem Petrolither ausgeschiittelt, die petrolitherisehe 
Lisung noch mehrere Male durch Schiitteln mit Wasser ge- 
waschen und durch ein trockenes Filter gegossen. Nach Ab- 
destillieren und vollstiindigem Verdunsten des Petroliithers er- 
hilt man die rohe Nervonsiure als festen, weiben Riickstand 
(2,35 g), der bei 35—37° schmilzt. 

Lést man das Rohprodukt in Alkohol auf, erhitzt zum 
Sieden und gibt dann in Alkohol geléstes Magnesiumacetat zu, 
so bleibt die Lésung klar; erst beim Abkiihlen fallt der kleinere 
Teil der Siure als Magnesiumsalz aus. Die aus diesem Nieder- 
schlag gewonnene Siurefraktion besitzt denselben Schmelz- 
punkt, wie die aus der alkoholischen Lésung zuriickgewonnene 
Fraktion. Der Schmelzpunkt dieser beiden Fraktionen ist 
gegeniiber dem des urspriinglichen Produkts unverindert. Die 
héherschmelzenden, mit Magnesiumacetat auch aus heiBer Lésung 
fallbaren Siuren werden also bereits bei der ersten Magnesium- 
acetatfillung vollstindig entfernt. 

Kin Versuch zur Fraktionierung durch unvollstindige 
Fillung mit alkoholischem Bleiacetat aus iitherischer Lésung 
fiihrt ebenfalls zu Fraktionen von demselben Schmelzpunkt. 

Zur Reinigung lést man das Rohprodukt in 25 Volum- 
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teilen 96 °/ igem Alkohol und gibt zu der erwarmten Liésung 
einen geringen UberschuB einer konzentrierteren alkoholischen 
Natronlauge zu. Beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur fuillt 
das Natriumsalz als voluminése Masse aus, die sich jedoch 
leicht absaugen laBt. Man krystallisiert nun das Salz wieder- 
holt (5—6 mal) aus 30 Volumteilen 96°/,igem Alkohol um. 
SchlieBlich nimmt man es in lauwarmem Wasser auf. Die 
auch nach dem Abkiihlen vollig klare Seifenlésung siuert man 
mit verdiinnter Schwefelsiure an, schiittelt die ausgefallene 
Saiure mit Petrolither aus, wascht die petrolitherische Lésung 
noch mit Wasser, gieBt sie durch ein trockenes Filter und 
krystallisiert die nach Abdestillieren des Petrolithers zuriick- 
bleibende Sdure noch aus 5 Volumteilen Aceton unter Kiihlung 
mit einer Kiltemischung um. Die breiige Masse wird in einem 
kalten Raum rasch abgesaugt, mit wenig, gut gekiihltem Aceton 
nachgewaschen und im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 
Ausbeute: 60°/, des Rohprodukts. Schmelzp. 40—40,5° Die 
friiher aus einem reineren Nervonpriparat gewonnene Siure 
hatte den Schmelzp. 41 bzw. 40°. 

0,0525 g Substanz erforderten 1,46 ccm 1/,) n-alkoholische Natron- 
lauge y. T. 0,9778 (Indik. Phenolphtalein). 

0,0348 g Substanz erforderten 1,87 cem 7/;) n-Bromlésung. 


Aquivalentgew. Jodzahl 
Gef. 368 68,2 
Fiir C,,H,,O0, (366,5) Ber. 366,5 69,26 


Die Jodzahlen dieser Arbeit wurden nach Rosenheim u. Kubhn- 


tH 


henn?!) unter Benutzung des von &. Klenk”) angegebenen Mikros- 
verfahrens bestimmt. 


Die katalytische Hydrierung der Nervonsaure. 
Als Katalysator diente nach Mannich®*) auf Tierkohle 
niedergeschlagenes Palladium. 
0,44 g Nervonsiiure, die in 100 com Ather gelist waren, 
wurden mit dem Katalysator in einer Wasserstofiatmosphiire 





1) Ztsehr. fiir Unters. der Nahrungs- und Genufmittel Bd. 46, 
S. 154 (1928). 

*) a, a. QO. 

3) Ber. dtsch. Pharm. Ges. Bd. 26, S. 36 (1916). 
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4 Stunden geschiittelt. Der nach Abfiltrieren des Katalysators 
und Abdestillieren des Athers verbliebene krystallinisch er- 
starrte Riickstand schmolz bei 81—82°. Die Menge betrug 
0,30 g. Der Substanzverlust war wahrscheinlich durch Ab- 
sorption an die Tierkohle verursacht; doch gelang es nicht, 
derselben durch mehrstiindiges Extrahieren mit Ather im Soxhlet- 
apparat nennenswerte Substanzmengen zu entziehen. 

Das Produkt enthielt noch Spuren von ungesittigter Siure. 
Man beseitigte diese durch wiederholtes Umkrystallisieren der 
Reihe nach aus Aceton, Ather, einer Mischung von ein Volum- 
teil Chloroform und ein Volumteil Aceton, Benzol und wieder 
Aceton. Dabei war der Schmelzpunkt, der sich beim weiteren 
Umkrystallisieren nicht mehr inderte, auf 85° gestiegen. Aus- 
beute: 75°/, des Rohprodukts. 


4,033 mg Substanz gaben 11,535 mg CO, und 4,75 mg H,O. 


0,0628 g ‘. erforderten 1,73 cem '/,, n-alkoholische Natron- 
lauge v. T. 0,9778 (Indik. Phenolphtalein). 
C H Aquivalentgew. 
Gef. 77,9 %/, 13,2 %/, 371 
Fir C,,H,.0, (368,5) Ber. 78,18 13,13 368,5 


Die Siure gleicht in ihren Eigenschaften durchaus der 
von Perey Brigl und Edgar Fuchs aus Buchenholzteer 
dargesteilten Lignocerinsiure vom Schmelzp. 85°. Wie diese 
lést sie sich in den iiblichen Lésungsmitteln nur in der Wirme 
und scheidet sich daraus in schénen, perlmutterglinzenden 
Schuppen beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur so gut wie 
vollstandig ab. Beim Erhitzen der beiden Substanzen neben- 
einander im Capillarrohr tritt gleichzeitig Meniskusbildung ein. 
Kine Mischprobe von gleichen Teilen der beiden Substanzen 
schmilzt unveriindert bei 85°. 

Kin auf dieselbe Weise angestellter Vergleich des Schmelz- 
punkts mit dem einer synthetisch aus Behensiiure gewonnenen 
n-Tetrakosansiiure ergab ebenfalls Ubereinstimmung. Des- 
gleichen zeigte auch eine Mischung beider Substanzen im Ver- 
hiltnis 1:1 einen unverinderten Schmelzpunkt. 


Methylester. Zur weiteren Charakterisierung der Saéure 
wurde der Methylester dargestellt. Die Veresterung erfolgte 
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durch zweistiindiges Kochen mit 10°/) konzentrierte Schwefel- 
siure enthaltenden absolutem Methylalkohol. Der beim Ab- 
kiihlen aus der Liésung ausgefallene und aus Methylalkoho! 
umkrystallisierte Ester schmolz bei 59,5°. Der Methylester 
der hochschmelzenden Lignocerinsiure aus Buchenholzteer 
schmilzt nach Percy Brigl und Edgar Fuchs bei 60°, der 
Methylester der synthetischen n-Tetracosansiure nach Percy 
Brigl und Edgar Fuchs bei 60°, nach H. Meyer, L. Brod 
und W. Soyka?) bei 59,5—60°, nach P. A. Levene und 
Ff, A, Taylor?) bei 59—60° Aus einer heiBen sehr ver- 
diinnten methylalkoholischen Lésung krystallisierte die Substanz 
beim langsamen Abkiihlen in groBen, diinnen Blittchen, mit 
abgebrochenen Kanten aus. 

Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Mitteln, welche 
die Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur Ver- 
fiigung gestellt hat, fiir deren Zuwendung aufrichtig gedanki 
wird. 


1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 34, 8. 1113 (1913.) 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, 8. 905 (1924). 




















Uber eine Sdure C.,H,,0, aus Cerebrosiden des Gehirns. 
Von 
E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1926. 


Bei der Untersuchung der Fettsiuren der Nervonfraktion, 
iiber die in der voranstehenden Mitteilung berichtet wurde, 
bin ich einer Siiure begegnet, die wie die Nervonsiure Brom 
addiert, jedoch ihren andern Kigenschaften nach durchaus von 
letzterer verschieden ist. Dieselbe Saure habe ich in gréBerer 
Menge wiedergefunden bei einer aihnlichen Untersuchung einer 
anderen Cerebrosidfraktion, die ebenfalls aus dem Petrolither- 
extrakt von mit Aceton entwissertem und durch Acetonextrak- 
tion von Cholesterin befreitem Gehirn hervorging, und deren 
Jodzah] darauf schlieBen lieB, dab in ihr Cerebroside mit ge- 
sittigten und solche mit ungesittigten Fettsiuren zu etwa 
sleichen Teilen vorhanden waren. 

Es zeigte sich, daB die nach der Spaltung in der er- 
warteten Menge erhaltene Fraktion der ungesiittigten Fett- 
siuren nur zum kleineren Teil aus Nervonsiure bestand. Als 
Hauptteil trat die bezeichnete Siure auf. Durch miilisame 
Fraktionierung, wobei die Entfernung der letzten Reste der 
noch beigemengten gesittigten Fettsiuren besondere Schwierig- 
keiten machte, gelang es schlieBlich die Substanz in analysen- 
remem Zustand zu erhalten. Ks handelt sich um eine Siure 
von der Formel C,,H,,O,, und zwar nach den bis jetzt vor- 
liegenden Tatsachen sehr wahrscheinlich um eine Oxysiiure 
mit einer doppelten Bindung im Molekiil. 

Die Formel C,,H,,0, kénnte auch einer Ketosiure zu- 
kommen. Gegen diese andere Méglichkeit spricht vor allem 
die optische Aktivitit der Substanz. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLVIL. 20 
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Die Siure darf wohl mit Recht als Spaltprodukt eines 
bis jetzt noch unbekannten Cerebrosids angesehen werden. 
Kaum ernstlich in Frage kommt die Annahme, daB sie von 
einer nicht cerebrosidartigen Substanz herriihrt, denn die vor- 
gefundene Menge der neuen Siure betragt etwa 30—40°/, der 
Gesamtmenge der gewonnenen Fettsiuren. Kine in diesem 
Verhiltnis der Cerebrosidfraktion beigemischte Menge eines 
andersartigen Stoffes hitte sich — zum mindesten bei der 
Analyse — zweifellos deutlich bemerkbar machen miissen. Der 
endgiiltige Beweis fiir das Vorhandensein eines solchen Cere- 
brosids im Gehirn mu jedoch durch die Isolierung erbracht 
werden. 


Das Ausgangsmaterial. 


Die untersuchte Cerebrosidfraktion wurde aus dem cere- 
brosidhaltigen Niederschlag gewonnen, den man bei der Dar- 
stellung der Nervonfraktion nach der in der vorangehenden 
Mitteilung angegebenen Arbeitsweise erhielt. Die Abtrennung 
der Phospbatide, die in dem Niederschlag noch vorhanden 
waren (es handelte sich wohl hauptsiichlich um Kephalin bzw. 
dem Kephalin ahnliche Substanzen) erfolgte nach EK. Klenk') 
durch Behandeln mit salzsiurehaltigem Aceton, Umkrystalli- 
sieren aus Chloroform—Methylalkohol und Entfernung des 
letzten Restes von Farbstoff durch Fallung mit Cadmiumacetat 
aus methylalkoholischer Lésung. Die Menge dieser aus 50 Ge- 
hirnen gewonnenen Cerebrosidfraktion betrug 14,5 g. 


Der Stickstoff wurde nach der Mikrokjeldahlmethode von Folin®), 
lie Galaktose nach Bertrand in der von Hermann Loening und 
H. Thierfelder’) angegebenen Ausfiihrung, die Jodzahl nach Rosen- 
heim und Kuhnhenn*‘) unter Benutzung des von E. Klenk!) an- 
vegebenen Mikroverfahrens bestimmt. 


1) Diese Zs. Bd. 145, 8. 244 (1925). 

*) Edlbacher in Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der 
physiol. u. pathol. chemischen Analyse. 9. Aufl. Springer, 1924, S. $36. 

8) Diese Zs. Bd. 77, S. 202 (1912). 

‘*) Zs. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel Bd. 46, S. 154 (1923) 
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0.0545 g Substanz erforderten 6,55 cem 1/19) n-Schwefelsiure. 
0,1180 g °9 " 4,15 cem '/,, n- Kaliumpermanganat- 
jOsung. 
29 42 cem der Permanganatlésung entsprachen 223,775 mg Cu. 
0,0325 g Substanz erforderten 1,16 ccm '/,, n-Bromlésung. 


N Galaktose Jodzahl 
1,68°/, 18,6°), 45,3 


Die Substanz enthielt noch Spuren von Phosphor. 0,03 g 
vaben nach Veraschen mit Soda und Salpeter bei der Priifung 
auf Phosphorsiure mit Ammoniummolybdat noch einen sehr 
ceringen Niederschlag, der allerdings erst nach lingerem Stehen 
vuftrat. 


Die Spaltung der Cerebrosidfraktion und die Gewinnung 
der Saure. 

10 g der Cerebrosidfraktion wurden nach Thierfelder?) 
durch vierstiindiges Kochen mit 50 Volumteilen 10°/, iger 
methylalkoholischer Schwefelsiiure gespalten. Die Menge des 
aus der Lésung beim Abkiihlen auf 0° aufgetretenen, ab- 
gesaugten und gut mit kaltem Methylalkohol gewaschenen 
Niederschlags betrug 2,09 g. Schmelzp. 65°. In diesem ‘Teil 
der Fettsiureester waren ungesittigte Substanzen kaum spuren- 
weise vorhanden. 0,02 g entfarbten nur einen Tropfen '/,, n- Brom- 
lésung. 

Aus dem Filtrat wurde der in Lisung gebliebene ‘Teil 
cer Fettsiureester durch Ausschiittelin mit Petrolither ge- 
wonnen. Die Menge des Petroliitherriickstandes betrug 2,98 g. 
Ks war eine bei gewohnlicher Temperatur halbfeste Masse, die 
schon durch die Wiirme der Hand zum Ol zertlo&. Beim Auf- 
nehmen in 20 ccm Methylalkohol blieb noch eine kleine Menge 
0.20 g) der schwer léslichen, héher schmelzenden Ester un- 
velést zuriick, die abgetrennt wurden. 

0,0244 ¢ Substanz erforderten 0,35 cem '/,, n-Bromlésung. 

Jodzahl: 18,2. 

Nachdem zu der methylalkoholischen Lésung 100 ccm 
etwa 1/, n-methylalkoholischer Natroniauge hinzugefiigt und 





1) Abderhaldens Handbuch der biol. Arbeitsmethoden. Abt. I. 
Teil 6, Heft I, S. 157 (1922). 
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das Estergemisch durch einstiindiges Kochen auf dem Wasser- 
bad verseift war, fiel beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur 
ein Teil der Natronsalze aus. Der Niederschlag wurde ab- 
gesaugt, mit verdiinnter Schwefelsiure zerlegt und die freie 
Siure durch Ausiithern gewonnen (A). Aus dem mit Wasser 
verdiinnten und mit Schwefelsiiure angesiuerten Filtrat konnte 


Ve 1 


durch Aus&ithern die andere Siurefraktion erhalten werden (3. 


Tabelle 1. 





On Fiir Bestim-| Verbrauch 
ein Schmelz- mung be- ty) n-Br- Jadot 
8 punkt nutzteMenge} Lésung 
g g ecm 
A 1,63 62—65° 0,0331 1,42 94,5 
B 0,96 42—45° 0,0308 1,33 54,8 

















Die weitere Fraktionierung erfolgte bei A und B zuniichst 
auf dieselbe Weise nach der in der voranstehenden Mitteilung 
beschriebenen Methode der Fiallung mit Magnesiumacetat. Von 
den in der folgenden Tabelle zusammengestellten Fraktionen 
wurden a und b aus den in der Hitze gefillten bzw. aus den 
beim Abkiihlen des Filtrats abgeschiedenen Magnesiumsalzen 
gewonnen. Im letzten Fall wurden die Abscheidungen von A 
und B wegen der kleinen Menge vereinigt. Unter c sind die 
mit Magnesiumacetat nicht faillbaren Anteile, die im wesent- 
lichen Nervonsiiure sein diirften, angefiihrt. 


























Tabelle 2. 
A B 
naa > ra H y | 
name | Schmelzpunkt gg | Schmelzpunkt 
a 1.20 |  65—67° 0,33 60—61° 
bj] 026(A+B)| 68—64° wine sa 
c 0.31 39° 0,45 32—349 
Die neue Siiture befand sich in den zwischen 60 und 67° 
schmelzenden Fraktionen. Es waren darin noch unbedeutende 





Mengen von gesittigten Fettsiituren vorhanden, die durch wieder- 
holtes Fraktionieren mit Bleiacetat abgetrennt werden konnten. 
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Zu diesem Zweck wurde die zu reinigende Fraktion jeweils in 
50 Volumteilen Ather aufgenommen, zu der siedenden Lisung 
die heiBe alkoholische Lésung einer zur vollstindigen Fallung 
unzureichenden Menge Bleiacetat unter Schiitteln langsam zu- 
cegeben, das abgeschiedene, durch Zentrifugieren von der 
Lisung getrennte, mit Ather gewaschene Bleisalz zur Gewinnung 
der freien Siure wieder in Ather suspendiert und durch Zu- 
figen einiger Tropfen konzentrierter Salzsiiure unter Schiitteln 
im Scheidetrichter zersetzt, die atherische Liésung nach Ent- 
fernung des ausgefallenen Bleichlorids und der in Ather ge- 
lésten Salzsiure durch wiederholtes Ausschiitteln mit Wasser 
durch Natriumsulfat getrocknet und der Ather abdestilliert. 

Zur Gewinnung des in der atherisch-alkoholischen Lésung 
gebliebenen Anteils wurde diese nacheinander wiederholt mit 
verdiinnter Salzsiiture und Wasser ausgeschiittelt, um Blei, 
Essigsiure und Alkohol zu beseitigen, die so erhaltene ithe- 
rische Lésung wie oben mit Natriumsulfat getrocknet und der 
\ther abdestilliert. 

Nach diesem Verfahren wurde A, zuniichst in die Frak- 
tionen I, und I,, I, weiterhin in I, und I, und II, endlich 
in III, und III, zerlegt. Die Fillung erfolgte bei I mit 0,3 g, 
bei Il mit 0,1 g und bei III mit 0,08 g Bleiacetat. 

Mit dem Index 1 sind jeweils die Fraktionen bezeichnet, 
die aus den gefiillten Bleisalzen stammten; ungefillt blieben 
die Fraktionen mit dem Index 2. 

Tabelle 3. 


II If 











| Schmelz- Menge Schmelz- | Menge | Schmelz- 
punkt g | punkt g punkt 








1. 0,20» 85—86° | 


1. 0,60 ua | 1. 0,15 | 73-74” 


| 0,40 61—69,54 | 
2. 0,46 | 683—63,5° 2.| 0,22 | 63—64° 
Von der héchstschmelzenden dieser Fraktionen (I1,) wurde 

die Jodzahl bestimmt. 


bo 
. 








0,0220 g Substanz erforderten 0,62 cem '/,, n-Bromlésung. 
Jodzahl: 35,8. 





Een atin ad 
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Nach der Vereinigung samtlicher Fraktionen von A und 
B, deren Schmelzpunkte zwischen 60° und 64° lagen (yor 
Tab.2 B, und [A+ Bh; von Tab. 3 I, und Il,. Gesamt- 
menge: 1,27 g), folgte noch einmal eine Zerlegung derselbe: 
in drei Teile durch fraktionierte Fallung mit Bleiacetat, derart, 
daB nach Abtrennung des ersten Bleiniederschlags (a) noc: 
eine zweite Fiallung (9) erzeugt und erst jetzt der noch in 
Lésung gebliebene Teil (vy) zuriickgewonnen wurde. Die zu dex 
beiden aufeinander folgenden fallungen benutzte Menge Blei- 
acetat betrug je 0,15 g. 

Tabelle 4. 














seed. Fir Bestim- | Verbrauch 
ue Schmelz- mung be- 1/4) n-Br- 
menge cteM nee Jodzah! 
punkt nutzte Menge osung 
g 4 ccm 
t 0,25 66—67" 0,0230 1,00 90,2 
6 0,36 68,5—64,5° 0,0239 1,19 63,2 
y 0,66 60—61° 0,0244 1,21 62,9 

















Um den in y etwa noch vorhandenen Rest von Nervon- 
siture abzutrennen, wurde dieser Teil mit Magnesiumacetat in 
der beschriebenen Weise zerlegt. 


Tabelle 5. 








‘1 72 Ys 


Aus Magnesium- | Aus Magnesium- , 
salz, das in salz, das beim | In Lésung ver- 


der Hitze ausfiel | Abkiihlenausfiel| bliebener Tei 


Menge ing. . . 0,47 0,06 0,03 











Schmelzpunkt . . 683—63,5° 62—62,5° schmierig 
SchlieBlich wurde noch y, durch aufeinander folgende 


Fillung mit 0,1 bzw. 0,3 g (Uberschu8) Bleiacetat in zwei 
Hilften geteilt. In Lésung blieben nur Spuren der Siure. 
Tabelle 6. 














Binsneit. Fiir Bestim- | Verbrauch 
iiaas Schmelz: mung be- 1/,9 n- Br- es 
5 punkt nutzteMenge}; Lésung ; 
w g eem 
1! o19 63,5—64° 0,0246 1,23 63,5 
2 0,27 63 — 63,5" 0,0241 1,19 62,7 
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Nachdem so drei Fraktionen [Fraktion @ (Tab. 4) und die 
beiden Fraktionen von y, (Tab. 6)] innerhalb der Fehler- 
grenzen itibereinstimmende Jodzahlen und annihernd gleiche 
Schmelzpunkte besaben, so war anzunehmen, daB in ihnen im 
wesentlichen eine einheitliche Substanz vorlag. 

Ks wurde nun zur letzten Reinigung die Gesamtmenge 
(0,82 g) der erwihnten drei Siurefraktionen in 25 Volumteilen 
warmem Methylalkohol aufgenommen, durch Zugabe eines ge- 
ringen Uberschusses von methylalkoholischer Natronlauge das 
Natriumsalz, das beim Abkiihlen auf Zimmertemperatur aus- 
krystallisierte, dargestellt, der Niederschlag abgesaugt und die 
daraus durch Zerlegen mit verdiinnter Schwefelsiure und durch 
Ausithern zuriickgewounene Saure schlieBlich noch aus 5 ccm 
Aceton durch starke Abkihlung (Kaltemischung aus Kis und 
Kochsalz) umkrystallisiert. Die Menge betrug 0,44 g. 

3,981 mg Substanz gaben 10,940 mg CO, und 4,22 mg H,O. 


4,646 mg ‘ 5 12,805mg CO, ,, 4,99 mg H,O. 
0,0558 ¢ ,, erforderten 1,465 ccm ?/,, n-alkoholische Natron- 


lauge v. T. 0,9865 (Indicator Phenolphthalein). 
0,0318 g Substanz erforderten 1,64 cem */,, n-Bromlésung. 


Mikro-Tschugaeff-Zerewitinoff nach Flaschentriger'): 


3,402 mg Substanz gaben 1,05 ccm CH, (20°, 727 mg Hg). 
6,504 mg = » 0,88 ecm CH, (20°, 727 mg Hg). 
ck Ah de 
get. 79,0%/, 11,9°/, 333 69,9 §,38°/.. 
75,2 12,0 9,0i 
fiir C,,H,,0, (382,5) ber. 75,32 12,12 382,5 66,36 8,39 


Von Chloroform, Ather, Alkohol und Aceton wird die 
Siure leicht gelést, etwas schwieriger von Petrolither. Aus 
wenig 75°/, igem Athylalkohol krystallisiert sie in Nadeln, die 
meist zu Biischeln vereinigt sind. Das Natriumsalz lost sich 
sowohl in Athyl- wie in Methylalkohol nur in der Warme. 
Aus der warmen methylalkoholischen Lésung scheidet es sich 
in Drusen ab, die an Boden und Wandung des GefaBes haften 
und aus einzelnen spieBartigen Krystallen bestehen. Wasser 


’) Diese Zs. Bd. 146, 8. 219 (1925). 
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lost das Salz ebenfalls nur in der Warme; aus der warmen 
Lésung fallt es beim Abkiihlen als voluminése Masse aus. Die 
Siure liBt sich aus der heiBen alkoholischen Lésung mit Mag- 
nesiumacetat fast quantitativ ausfillen. Das Bleisalz ist auch 
in siedendem Ather unlislich. 

Die Siure schmilzt bei 65° und erstarrt wieder bei 63°. 
Sie ist optisch aktiv. 

0,0872 g Substanz in Pyridin zu 0,3498 g gelést, mithin Prozent- 
gehalt: 24,93. Spez. Gew. 0,978. Drehung bei Natriumlicht im 1 Dezi- 
meterrohr + 0,70°. 

[oe] + 2,87°. 

Eine andere noch nicht so weitgehend gereinigte Substanz 
zeigte folgende Drehung: 

1,1462 g in Pyridin zu 10 cem gelést. Drehung bei Natriumlicht 
im 2 Dezimeterrohr + 0,59”. 


r_720 


[a|p + 2,58°. 


Die GréBe der spezifischen Drehung stimmt also im 
groBen und ganzen iiberein mit der der ebenfalls rechts- 
drehenden Cerebronsiure. 

Die Untersuchung wurde durchgefiihrt mit Mitteln, welche 
die Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt hat, fiir deren Zuwendung aufrichtig gedankt wird. 





ase 














Betrachtungen zum Fermentproblem. 


Von 
C. Neuberg, Berlin. 


Der Redaktion zugegangen am 23. Juni 1926.) 


So alt wie unsere Kenntnis von der Existenz der Fermente 
ist die Frage nach der Natur der Fermente. Zwei Ansichten 
stehen sich gegeniiber. Nach der einen sind die Fermente 
chemische Individuen, die einen unbekannten, wahrscheinlich 
komplizierten Bau besitzen, nach der anderen Auffassung nichts 
als besondere Zustiinde einfacher Substanzen oder Substanz- 
mischungen. Gegen die heute besser als je zuvor gestiitzte 
Annahme der individuellen Stoffnatur und spezifischen Leistung 
von EKnzymen?) unternimmt jiingst S. hostytschew 7?) wieder 
einen VorstoB; er sucht mit allgemeinen Behauptungen, ohne 
Beibringung neuen experimentellen Materials, folgende Punkte 
zu bekampfen: 

1, Den von Emil Fischer zum Prinzip erhobenen, auf 
ein gewaltiges Tatsachenmaterial gegriindeten Begriff 
der Spezifitit. 

Den chemischen Individualcharakter der Fermente. 
Die Vorstellungen iiber die aufbauenden und abbauen- 
den Fermente aus der Zymasengruppe. 

Je allgemeiner Behauptungen gehalten sind, um so mehr 
labt sich dariitber sagen. Ich ziehe eine Klarstellung an Hand 
konkreter Fille vor. 


Co bo 
. . 


‘ 
Das bekannte Bild von Emil Fischer vom Schlo8 und 
Schliissel erklirt Kostytschew fiir ein Schlagwort, seine Rolle 
fiir fatal und die Folgerungen iiber die Spezifitit der Fermente 


) R. Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3601 (1922). 
*) 8. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 154, S. 262 (1926). 
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fur unzuverlassig. Er stiitzt seine Kritik auf den Umstand, 
dai a@-Glucosidase und §-Glucosidase jeweils verschiedene v- 
und p-Glucoside angreifen, einerlei wie groB der mit der w- 
bzw. @-Glucose atherartig verkniipfte Paarling ist, einerlei o)) 
er ein einfach hydroxyliertes Gebilde (Alkohol, Phenol) oder 
ein Polyhydroxylgebilde (Zuckerrest) ist. 

Zwecks Korrektur der bisherigen Auttassung tormuliert er 
den Satz: ,,Die riumliche Anordnung der Atome in dem durch 
das Ferment nicht unmittelbar angegriffenen Molekiilteil hat 
fiir die Fermentwirkungen eine weit gribere Bedeutung ais 
die chemische Konstitution des nimlichen Molekiilteils.““ Wenn 
dieser Satz itberhaupt einen Sinn haben soll, so kann mit 
Molekiilteil wohl weniger der Paarling gemeint sein, als der 
Molekilteil, der im e@- und f-Glucoserest verschieden ist. Sollte 
der Autor jedoch den Molekiilrest des Paarlings meinen, sv 
lehren die Tatsachen, daB die Anordnung der Atome in ihm, 
d. h. daB sein Bau, ohne EinfluB auf die spezifische Leistung 
der zwei Glucosidasen ist; denn von beiden Enzymen werden — 
um Extreme zu nennen — die entsprechenden Glucoside des 
Methylalkohols (CH,OH) wie des Menthols (C,,H,,OH) hydro- 
lvsiert.‘) Meint der Autor den Glucoserest, so besagt seine 
Formulierung genau das gleiche wie die Fischersche Det- 
nition. Der Fermentschliissel wird ja gerade an der Stelle 
eingesteckt, die durch die verschiedene sterische Anordnuny 
der Atome die Offnung fiir den Schliisselbart darstellt. Wie 
lang der Schub des Schlosses ist, hat selbstverstindlich gar 
keinen HKinflub auf das Funktionieren des Schliissels. Der 
Satz Kostytschews ist, was er auch immer besagen soll, 
entweder unzutreffend oder nichts als eine verwirrende Um- 
schreibung der bisherigen priignanten Ausdrucksweise. Wer 
sich iibrigens an der Tatsache st6Bt, daB es auch General- 
schliissel gibt, mag das Bild von Schraube und Schrauben- 
mutter verwenden. Hier ist es gleichgiiltig, wie die Schrauben- 
mutter beschaffen ist; nur auf ihr Gewinde kommt es an, die 
eingedrehte Schraube ist nur einem Gewinde angepabt. 


1) E. Fischer u. M. Bergmann, Chem. Ber. Bd. 50, 8. T11 (1917). 
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Die Behauptung des Kritikers, da die -Glucosidase 
stirker von der riumlichen Verteilung der Atome abhiinge als 
die ¢-Glucosidase wird durch Helferichs Feststellung!) des 
gerade entgegengesetzten latbestandes schlagend wider- 
lect. Unverstiindlich ist ferner Kostytschews teleologische 
Auffassung, daB (im Halle der Hete) das ?-Ferment weniger 
der Hydrolyse von Glucosiden als der Spaltung von Poly- 
sacchariden diene. An sich besteht gar kein Unterschied 
zwischen #-Glucosiden und f-glucosidisch zusammengesetzten 
Zuckerarten in bezug auf die f-glykosidische sterische An- 
lagerung. Wir kennen an sich mehr durch $-Glucosidase an- 
greifbare glucosidische Substrate (nimlich die Pflanzenglykoside), 
als a@-glucosidische Gebilde unter den einfachen Stoffen, die 
im natiirlichen Gange biologischer Kreignisse mit den Hefen- 
zellen in Beriithrung gelangen; aber die §-glykosidische Spaltung 
tritt gerade in ihrer Bedeutung fiir die Hydrolyse von Di- und 
Polysacchariden sehr deutlich zuriick hinter der von «-Glucosi- 
dasen, weil Stoffe wie Cellobiose, Gentiobiose und Melibiose 
in der Natur vergleichsweise selten sind und /-Polysaccharide 
nicht in Frage kommen kénnen. 

Selten ist wohl ein Augenblick ungiinstiger fiir einen An- 
erift gegen die Lehre von der ungemein weitgehenden Spezi- 
fitiit der Fermente gewesen als der von K. gewihlte. Denn — 
um lediglich bei Kohlenhydratfermenten zu bleiben — die Ent- 
deckung zweiler spezifischen, voneinander leicht unterscheid- 
baren Maltasen (Pringsheim, Leibowitz), sowie zweier 
Amylasen (Kuhn, Chrzaszcez), sowie zweier Invertasen 
(Kuhn), ja die Auffindung spezieller Zymasen selbst fiir ver- 
schiedene Hexosen und fiir einzelne Disaccharide (Willstitter 
und Sobotka, v. Kuler und Nilsson, Séhngen und Cool- 
haas) und gar individueller, von Hefe zu Hefe schwankender 
Saccharasen mit eigenen Affinitiitskonstanten (Josephson) 
fiihrt uns die ganze Abwegigkeit der Kostytschewschen Be- 
hauptung eindringlichst vor Augen. 


ee 


') B. Helferich, W. Klein u. W. Schifer, Chem. Ber. Bd. 59, 
S. 79 (1926). 
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I]. 


Die immense Bedeutung der Kolloid- und Capillarchemie 
fiir das Fermentproblem hat noch niemand bezweifelt. Der 
Kritiker preist das goldene Zeitalter dieser beiden physika- 
lischen Disziplinen, indem er von ihnen die Beseitigung oder 
Einschrinkung des Fermentbegriffs erhofit; er meint zugleich, 
dab den Bemiihungen Willstatters und seiner Mitarbeiter 
zur Reindarstellung von Fermenten kein Erfolg beschieden sein 
werde. Dieser Prophetie stehen nun reale Tatsachen gegen- 
iiber: Erstens die Feststellung, daB sich bisher gerade die 
reinsten Fermentpriiparate in keine der tiblichen Kérperklassen 
elnordnen, sodann die durchweg negativ verlaufenen oder keiner 
Kritik standhaltenden Versuche, mit Substanzmischungen ,,von 
besonderer physikalischer und kolloidchemischer Beschaffen- 
heit“, durch ,,Grenzflicheneffekte* u. a.m. wahre Ferment- 
wirkungen zu erzielen. Der Liste der negativen Ergebnisse‘) 
sind anzureihen die Widerlegung”) der behauptung einer amy- 
latischen Wirkung des Formaldehyds, ferner die Berichtigung 
des vorgetiiuschten*) glykolytischen Vermégens von Pepton-— 
Bicarbonat-Lésungen sowie von Aceton—Fibrin-Pulver oder von 
Natriumoleat—Fibringemengen. Soweit man mit_,,trivialen‘ 
Substanzen fermentihnliche Wirkungen erzielen kann, sind 
diese ihrem Wesen nach verschieden von den Effekten echter 
Enzyme. (Hydrolyse der Polysaccharide und Proteine durch 
Siuren und Fermente.) Es hieBe Zeitverschwendung, den klaren 
Auseinandersetzungen dieser Verhiltnisse, die zwei fiihrende 
Fermentchemiker gerade jiingst geliefert haben‘), etwas hinzu- 
fiigen zu wollen. 

Wenn die Oxydationen in Zellen durch Mechanismen ge- 

1) Willstitter, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3602 (1922). 

*) M. Jacoby, v. Kaufmann, Lewite u. Sallinger, Chem. Ber. 
Bd. 53, S. 681 (1920). 

3) Barthel u. v. Euler, Diese Zs. Bd. 128, S. 257 (1923); Acklin, 
Biochem. Zs. Bd. 139, 8. 452 u. Bd. 142, S. 351 (1923); Kéchling, Chem. 
d. Zelle u. Gewebe Bd. 12, S. 247 (1925). 


*)C. Oppenheimer, Die Fermente. V. Aufl. Bd. I, 8. 13—19 (1925); 
H. v. Euler, Chemie der Enzyme, III. Aufl., Teil I, S. 2, 3, 171. 
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schehen, die den Warburgschen Fermentmodellen entsprecheu, 
so scheiden, je nach der Begriffsdefinition, die verantwortlichen 
Kisenverbindungen aus der Reihe der Enzyme aus, oder es 
liegen in den Oxydasen eben Fermente vor, deren wesentlicher 
Bestandteil Eisen ist. 

DaB Adsorption in kolloidalen Systemen im Grunde nicht 
anders ist als chemische Bindung freier Valenzen an bestimmte 
Strukturteile, hat F. Haber?) dargelegt. Jede physikaliscn- 
chemische Anderung erscheint gebunden an die Molekular- 
struktur. Die Existenz von Reaktionszwischenprodukten fihrt 
zu der Auffassung*), daB gar kein Unterschied zwischen kata- 
lytischen und nicht katalytischen Reaktionen besteht. 

Sobald der Fermentbegriff einmiindet in den allgemeinen 
Katalysatorbegrifi, so zwingt ein Punkt bis auf weiteres nach- 
driicklich zur Annahme spezifischer Katalysatoren. Das ist 
die Unterwerfung der Vorginge unter eine strenge stereo- 
chemische Regulierung. Erfahrungsgemii kénnen katalytische 
Vorginge unter dem Einflu8 definierter asymmetrischer Kata- 
lysatoren asymmetrisch verlaufen (Marckwald, Mc Kenzie, 
Bredig, Fajans). Aber hier hat der Katalysator im Grunde 
dieselbe Funktion wie ein asymmetrisches Ferment. Man dart 
jedoch nicht Unbekanntes durch Unbekanntes ersetzen. Es 
bedeutet einfach eine Verschiebung, aber keine Férderung des 
Problems, wenn K. statt ees Fermentes, das man reinigen, 
anreichern und unter so verschiedenen Bedingungen ausfillen 
kann, da schwerlich der physikalische Zustand stets als gleich 
betrachtet werden darf, einen sicher weniger charakterisier- 
baren besonderen Zustand absorbierter oder locker gebundener, 
an sich nicht enzymatisch wirksamer Stoffe annehmen will. 
Die bisher durchgefiihrten Fermentspaltungen haben eine asym- 
metrische Zerlegung von Racemkérpern in allen Reihen 
enzymatisch angreifbarer Verbindungen erkennen lassen. Dieses 
Verhalten spricht nachdriicklich zugunsten der Auffassung, daB 





') F. Haber, Zs. f. Elektrochem. Bd. 20, S. 521 (1914); vgl. hierzu 
auch Kruyt u. van Duin, Chem. Zbl. 1921, HI, 8. 699 u. 1923, 
I, 8S. 807. 

*) Mittasch, Chem. Ber. Bd. 59, S. 32 (1926). 
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Katalysator und Substrat sich voriibergehend miteinander ver- 
binden. Nur so ist die Ubertragung der Asymmetrie yom 
Katalysator auf das Reaktionsprodukt vorstellbar. Es ist erst 
jiingst wieder von Willstitter') betont, daB diese Konfigu- 
rationsspezifitit das sicherste Kennzeichen der Enzyme selbst, 
nicht irgendwelcher Komplexe ist. Unbegreiflich bliebe es, wie 
solche Effekte durch Schwingungszustiinde oder Molekiil- 
bewegungen in einem symmetrischen Felde, also durch einfache 
(srenzflichenphinomene, zustande kommen. 


II, 

Die Fermentvertilgungssucht Kostytschews steigert sich 
bei seiner Betrachtung der desmolvytischen und carboligatischen 
Vorgiinge. Aber wie stets erweist sich Ubereifer als unvereinbar 
mit niichterner Sachlichkeit und Logik. 

Zusammen mit Hirsch habe ich 1921 gezeigt, dab Benz- 
aldehyd mit den Elementen des Acetaldehyds zusammentritt, 
wenn Bittermandelél zu einer giirenden Lésung von Zucker 
oder Brenztraubensiure gefiigt wird. Ausdriicklich ist an zahl- 
reichen Stellen”) betont, da8& dieser ,,formale“ Zusammenschlul 
zweler Aldehyde zu einem Acyloin am besten gelingt, wenn 
der Acetaldehyd vorliegt im status nascendi. (Diesen allen 
Biologen und Chemikern geliufigen Begriff verspottet K., indem 
er zum Ausdruck bringen méchte, dab im Zusammenhang damit 
wiederum ein neues Ferment ersonnen sei.) Wir haben in 
Konsequenz der Giirungstheorie sofort in der ersten Mitteilung °*) 
die Formulierung: 

C,H,-COH + CO-CH, = C,H,-CO-C(OH)-CH, 
COOL COOH 
gegeben mit dem Bemerken, daf die primire Anlagerung des 
senzaldehyds an die Brenztraubensiure und sekundiire Decarb- 


1 R. Willstatter, Chem. Ber. Bd. 59, S. 12 (1926) 

?) Biochem. Zs. Bd. 115, 8S. 287 (1921); Bd. 131, S. 182 (1922); Er- 
gebn. d. Physiol. Bd. 21, 8. 436 (1923); Biochem. Zs. Bd. 143, 8. 565 
(1923); Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3636 (1922) u. a. m. 

5) Biochem. Zs. Bd. 115, 8. 289 (1921). 
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oxylierung eine annehmbare Erklirung liefert. Genau die iden- 
tische Interpretation ziteht, allerdings ohne uns als Autoren 
dieser Vorstellung zu zitieren, 5 Jahre spiter, jetzt Kostyt- 
schew heran. Dabei kompliziert er den Vorgang durch folgende 
unzutreffende Betrachtung: Er meint, daB bei der Vereinigung 
von Benzaldehyd und Acetaldehyd die beiden Isomeren C,H.. 
CO-CHOH-CH, und C,H,-CHOH-CO-CH, auftreten miissen. 
Ks ist ein schwerwiegendes Versehen des Kritikers, das die 
ganze organische Chemie souveriin beherrschende Prinzip des 
einseitigen oder bevorzugten Reaktionsverlaufs auBer acht zu 
lassen: hieraut kommen wir noch zuriick und _ beschrinken 
uns, sowelt die Carboligase zur Diskussion steht, auf folgende 
Punkte: 

Der Kritiker beruft sich auf eine bemerkenswerte Unter- 
suchung von Favorsky; in dieser!) gibt der Autor an, dai 
in Zuckerlésung girende Hefe die Umwandlung von Benzoyl- 
methylecarbinol in Phenylacetylcarbinol bewerkstellige. Hieraus 
schliebt Kostytschew, da8 wir zum mindesten das primire 
Auftreten des anderen Isomeren iibersehen hiitten. Der Stand 
des Experiments ist folgender: Favorsky teilt mit, daB er 
aus 78 g¢ Methvlbenzoylearbinol bei Beriihrung mit lebender 
Hefe 6 g des Isomeren erhalten habe; die beiden isomeren 
Ketonalkohole haben keine sichere Siedepunktsdifferenz (5° 
werden bei ungleich verminderten Drucken angegeben), die zu- 
° yvoneinander ver- 
schieden. Da der Autor seine Arbeit noch nicht fiir ab- 


gehérigen Semicarbazone schmelzen um 5 


ceschlossen hilt, wollen wir dazu keine weitere Stellung nehmen, 
auch kein Gewicht darauf legen, da wir die biochemische 
Entstehung beider Isomeren schon in Erwigung gezogen haben”), 
und wollen auch auf die Darlegung von Auwers nur verweisen, 
derzufolge die Verschiebung von Bindungen ungewohnlich ist, 


') Bull. Soe. chim. France [4] Bd. 39, 8. 219 (1926). Favorsky setzt 
seine Befunde in Beziehung zu den unsrigen und gebt auf das all- 
gemeine Girungsschema ein; wenn er auch fiir eine Vereinfachung des 
Zymasebegriffes plidiert, so schliebt doch seine Abhandlung mit Formu- 


lierungen des Zuckerabbaues, die den unsrigen wesensgleich sind. 
*) Biochem. Zs. Bd. 144, 8. 46 (1924). 
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sobald sie von einem nicht konjugierten System zu einen 
konjugierten fihren wiirde. 

Gibt Favorsky nur eine Umwandlung des Benzoylkirpers 
zu 8°/, an, so behauptet immerhin Kostytschew, die Reak. 
tion sel ,,glatt bewerkstelligt“, und unter Benutzung von 
Formelbildern mit Cyclo-oxo-desmotropie, die sich zum ‘Teil 
bei Kling}, zum Teil bei Neuberg und Ohle?) finden, will 
er die Bedeutung dieser Umwandlung demonstrieren. Er ver- 
kennt, daf es fiir die Frage nach carboligatischer Wirkung 
ginzlich gleichgiiltig ist, ob die beiden acyloimmiBig ver- 
kniipften Aldehyde zu dem einen oder dem anderen Isomeren 
zusammentreten. Enitscheidend ist einzig und allein der yon 
uns zahlreiche Male hervorgehobene Umstand, daB die Ver- 
einigung der beiden Aldehyde — und z. B. auch der yon 
Neuberg und Reinfurth bei der Hefengirung erzielte, kaum 
weniger wichtige ZusammenschluB von zwei Acetaldehydmole- 
kiilen zum Acetoin — sich gerade in der Richtung vollzielt. 
die in vitro nicht eingeschlagen wird. Es ist in jedem kurz 
gefaBten Lehrbuch zu finden, daB die gewdhnliche Vereinigung 
von 2 Molekiilen Acetaldehyd oder von je 1 Molekil Beuz- 
aldehyd und Acetaldehyd zu Aldol oder durch sekundiire 
Wasserabspaltung zu Crotonaldehyd bzw. Zimtaldehyd fiihrt 
(R-COH + CH,-CHO = R-.CHOH- CH,- CHO —> R-CH:CH- CHO), 
nicht aber — soweit bisher bekannt — zu Acyloinen: 

R-COH + HOC-R, = R- GHOH-CO-R,. 

_ Kostytschew legt nun so weitgehend Hand an die Tat- 
sachen, daB er ein unzutreffendes Zitat bringt, das den 
Anschein erweckt, als ob Benzaldehyd und Brenztraubensiiure 
acyloinmiBig vereinigt wiirden. Dies ist keineswegs der Fall.’ 
An der zitierten Stelle‘) steht klar und eindeutig, daB — unter 
dem EKinfluB eines Katalysators — neben der leicht wieder 
in die Komponenten zerfallenden*) Cinnamylameisensiure, 





1) Ann. d. Chim. [8] Bd. 5, S. 471 (1905). 

*) Biochem. Zs. Bd. 127, 8. 331 (1922); Bd. 128, 8. 610 (1922). 

3) Vgl. hierzu: L. Claisen u. A. Claparéde, Chem. Ber. Bd. 14, 
S. 2472 (1881); I. Smedley, Chem. Zbl. 1913, I, 8. 946. 

4) E. Erlenmeyer, Chem. Ber. Bd. 34, S. 817 (1901). 
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C,H, -CH: CH-CO- COOH, weiterhin ebenfalls durch Ver- 
kniipfung von Benzaldehyd mit Brenztraubensiure nach dem 
Crotonprinzip, auch noch 2 Molekiile Benzaldehyd mit 1 Mol 
brenztraubensaure, sowie 3 Mol Benzaldehyd mit 2 Mol Brenz- 
traubensiure zu Koérpern kondensiert werden, die aber auch 
nicht das geringste mit einem Acyloin zu tun haben. So lange 
es dem experimentellen Geschick Kostytschews nicht gliickt, 
die Transmutation dieser hochmolekularen Vertreter ganz 
anderer Koérperklassen (C,,H,,O, und C,,H,,0,) zum gemischten 
Phenyl-methyl-acyloin, C,H,,0,, auszufiihren, mu8 des Kritikers 
Versuch, die Carboligase mit der altbekannten Crotonkonden- 
sation von Brenztraubensiure mit Benzaldehyd auch nur in 
einen Zusammenhang zu bringen, als ein ungewohnlicher Ge- 
waltsakt gegen die experimentell ermittelten T'atsachen und 
als unverwertbar fiir das Fermentproblem bezeichnet werden. 
Ks wird ihm auch kein Sachkenner beipflichten, wenn er nun 
auf Grund solcher Willkiirhandlung behauptet: Die Erfindung 
einer Carboligase ist also zum mindesten voreilig. Als min- 
destens unvorsichtig wird man es bezeichnen diirfen, daB K. 
abermals unberiicksichtigt laBt, daB die carboligatischen Pro- 
dukte mit starker Drehkraft ausgestattet sind und daB bei 
ihrer Entstehung aus zwei strukturell inaktiven Gebilden 
‘Benzaldehyd + Acetaldehyd bzw. Brenztraubensiure) die Mit- 
wirkung eines spezifischen asymmetrischen Katalysators schwer- 
lich entbehrt werden kann. 

Entgangen ist iiberdies Herrn K. da8, wenn zwar weniger 
glatt, die biochemische Acyloinkondensation zweier Aldehyde 
Harden und Norris, Neuberg und Reinfurth sowie Elion 
gelungen ist.!) Ob man das Agens, das 2 Carbonylkérper in 
geradliniger Verkettung aneinander reiht, so daB eine aus ihnen 
auf rein chemischem Wege sich nicht bildende und obendrein 
optisch aktive Verbindung entsteht, als Carboligase bezeichnen 
will, kann Gegenstand der Diskussion bilden. Es ist Sache 
der ZweckmiBbigkeit und des Geschmacks, ob man fiir dieses 





) Harden u. Norris, Proc. Roy. Soc. [B] Bd. 84, 8.492 (1912); 
Neuberg u. Reinfurth, Biochem. Zs. Bd. 148, S. 562 (1923); H. Elion, 
Biochem, Zs. Bd. 171, S. 44 (1926). 
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Agens den Namen Carboligase withlt, oder es lieber Acyloines: 
nennt, oder umschreiben will als Katalysator, der 2 Aldehyd. 
formelgemiB unter Bildung eines Kérpers von Acyloinstruktur 
aneinanderlagert. Es gibt keine andere Definition des Fer. 
mentes als die des biologischen Katalysators (Kuler, Oppen. 
heimer). Herrn K. mége doch das einfache Agens angebe: 
das aus Benzaldehyd und Acetaldehyd (bzw. Brenztrauben- 
siiure) das livogyre gemischte Acyloin erzeugt. 

Vielleicht noch schwerwiegender sind die Irrtiimer, dic 
Kostytschew beziiglich der Girungstheorie unterlaufen sind 
Als schwiichsten Punkt derselben betrachtet er den Umstand. 
daB die gemischte Cannizzarosche Reaktion zwischen Methy!- 
glyoxal und Acetaldehyd seiner Ansicht nach sich nicht in 
einer, sondern in vier Richtungen vollziehen miiBte. Er hat 
sich sogar verrechnet, indem er zwei Richtungen tibersehen hat. ! 

Der gesamte Ausbau der organischen Chemie beruht in 
klarer Weise darauf, daB bei der Reaktion zweier Korper, die 
in verschiedener Weise verlaufen kann, eine ,Auswahl“, eine 
.Ordnung* stattfindet. 


Jeder Leitfaden der Elementarchemie vermittelt die Kenntnis, dat 
Substitutionen, wie Bromierung, Nitrierung, Sulfurierung, Diazotierung 
der Diamine, die Einfiihrung von Alkyl- und Acylresten in Benzo! 
derivate nach Friedel-Crafts sowie Nencki, einen einseitigen Ver- 
lauf nehmen. Schon der Anfinger lernt, daB die Kolbesche Synthese 
aus Phenol und Kohlensiiure bei 135° nur Salicylsiiure ergibt, bei 170 
fast nur p-Oxybenzoesiiure. Die Chlorierung des symmetrisch gebauten 
Acetons liefert bemerkenswerterweise ganz tiberwiegend unsymmetrisches 
Dichloraceton neben sehr wenig symmetrischem Dichlorpropanon. Ks ist 
bekannt, daB die Kondensation des Formaldehyds oder Glycerinaldehyds 
zu 6-Kohlenstoffzuckern nicht zu den (bei normaler Kette und Sauer- 
stoffbriicke) méglichen 16 isomeren Aldosen und den 8 isomeren 2-Keto- 
hexosen oder ebensoviel 3-Ketohexosen usw. fiihrt, sondern zu 2 (!) 
(E. Fischer, E. Schmitz). Es ist bekannt, daB dureh Cyanhydrin- 
reaktion aus Mannose bei gewéhnlicher Temperatur nur o«-Mannohepton- 
siure, aus a-Galaheptose nur eine Gala-oktonsiure erhalten wird. *) 


1) Es kann nimlich auch noch das Paar Milchsiurealdehyd und 
Essigsiiure auftreten. 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 27, S. 3189 (1894); Liebigs Ann. d. 
Chem, Bd. 288, 8S. 139 (1895). 
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E. Fischer und Bergmann haben gefunden, da aus derselben 
Acetobromglucose bei der Glucosidifizierung mittels Ag,CO, nur 9-Glu- 
eoside, mittels Chinolin auch «-Glucoside entstehen. 

Ipatiew und Leontowitsch haben gezeigt'), daB die Kontakt- 
metamerisation des Propylenoxyds hauptsiichlich Propionaldehyd liefert. 
Wieland?) hat festgestellt, daB von den 8 Isomeren Hexa-oxy-hydro- 
benzolen bei der Reduktion des Hexa-oxy-benzols des Meso-inosit als 
einziges Umwandlungsprodukt auftritt. Die Addition von NH, an Croton- 
siure unter alleiniger Bildung von ¢-Aminobuttersiiure (ohne Spur von 
a-Aminobuttersiure), die Einfiihrung der Aldehydgruppe nach der 
Chloroformmethode, welche beim Pyrrol zum «-Pyrrolaldehyd, beim nahe 
verwandten Indol aber zum j-Indolaldehyd leitet, das Auftreten von 
meso-weinsiurefreier Traubensiiure bei der Pinakonreduktion von Gly- 
oxylsiiure und Oxalsiiureester (Debus, W. Traube), die Gewinnung 
traubensiuretreier Mesoweinsiure bei der Oxydation yon Phenol, sind 
hierhin gehérige Schulbeispiele. Durch Wasseranlagerung an Propylen 
\CH,: CH+-CH,) entsteht lediglich Isopropylalkohol (CH, -CHOH-CH,), 
nicht n-Propylalkohol, aus Allylen nur Aceton, aber kein Propionaldehyd. 
Instruktiv sind die Erfahrungen, die bei der Synthese der therapeutisch 
wiehtigen gemischten Arsenoverbindungen gemacht sind. Reduziert 
man nimlich ein Gemenge zweier ungleicher Arsinsiiuren oder Arsin- 
oxyde, so erhalt man statt der zu erwarteuden drei verschiedenen Arseno- 
verbindungen nur die eine mit unsymmetrischer Verteilung der Substi- 
tuenten.*) Nach Willstaitter und Seitz‘) hingt es von einem kleinen 
Sauerstofigehalt des Systems ab, ob die katalytische Hydrierung des 
Naphthalins zum Tetra- oder Deka-hydronaphthalin fiihrt. Zelinsky *) 
hat gezeigt, da& die Wasserstoffverschiebung zwischen Hydrobenzolen 
streng geordnet ist: die Reaktion des Di-hydrobenzols spielt sich nie 
zwischen 2 Molekiilen so ab, da®i Benzol und Cyclohexen entstehen, die 
Umsetzung von Tetra-hydrobenzol liefert nie Cyclohexadien und Cyclo- 
hexan, sondern in beiden Fiillen reagieren 3 Molekiile, indem 3 Mol Di- 
hydrobenzol in 2 Mol Benzol und 1 Mol Hexahydrobenzol iibergehen und 
ahnlich 3 Mol Tetrahydrobenzol in 1 Mol Benzol und 2 Mol Hexahydro- 
benzol. 

Nolche Beispiele fiir den gerichteten Verlauf®) chemischer 
Umsetzungen sind Legion; die Wirkung unsymmetrischer 

') Ipatiew u. Leontowitsch, Chem. Ber. Bd. 36, 8. 2017 (1903). 

*) Wieland, Chem. Ber. Bd. 47, S. 2083 (i914). 

*) A. Bertheim, Organ. Arsenverbindungen, Stuttgart 1913, 8S. 162. 

*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 1889 (1923). 

°) Zelinsky, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 185 (1925). 

°) Action orientatrice nennt J. Bieseken [Ree. Bd. 44, 8. 461 
(1926)|} diese Erseheinung. 
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Reagenzien ist dabei ganz auber Betracht geblieben, ebenso 
wie das weite Gebiet der Waldenschen Umkehrerscheinungen. 
Zieht man nun gar biochemische, im Reagenzglase durcl 
Fermente ausfiihrbare Reaktionen heran, so tritt uns auch 
hier das Prinzip der Auswahl in tiberwaltigender Deutlichkeit 
vor Augen. 

Bei der Verkniipfung zweier Traubenzuckermolekiile mit Hilfe von 
Emulsin entstehen von den vielen méglichen Formen nur zwei, niimlic) 
Cellobiose und Centiobiose (Bourquelot und Briedel). Bei der ‘ihn 
lichen Verkniipfung zweier Glucosemolekiile durch Hefenenzym gewinnt 
man mit gleicher Auswahl neben viel Maltose nur noch Revertose (Croft 
Hill, Pringsheim und Leibowitz). Bei der enzymatischen Phos- 
phorylierung der 3 Zucker Glucose, Mannose und Fructose erhiilt man 
statt der ad minimum modglichen 30 Diphosphate nur ein einziges! 
(Harden und Young). Erinnert sei ferner an die Erscheinungen der 
physiologisch unbedingt vorherrschenden 6-Oxydation (Knoop, Dakin, 
Friedmann), an die Phainomene der kiinstlichen Anpassung von En- 
zymen an das Substrat (Euler, M. Jacoby) sowie der Hervorrufung 
von Fermenten. Diese Befunde sind nicht allein schwer mit der Theorie 
des besonderen physikalischen Zustandes zu vereinen, sondern fiihren 
uns nachdriicklich das Prinzip der Auslese vor Augen. 

Angesichts aller dieser Tatsachen ist es schwer, mit 
sachlicher Berechtigung die Ausfiihrung Kostytschews iber 
die gemischte Cannizzarosche Reaktion zu diskutieren. Kr 
beruft sich dabei obendrein auf die Arbeit von Nord, ver- 
schweigt aber, daB dieser Autor bei dem Aldehydpaar Acet- 
aldehyd und Benzaldehyd, soweit die gekreuzte Dismutation 
in Betracht kommt, gerade den einseitigen Verlauf, d.h. die 
Bildung von Essigsiure und Benzylalkohol, aber nicht von 
Benzoesiure und Athylalkohol konstatiert hat.!) Weiter ist 
zu bemerken, daB die Anlagerung von Wasser an Methy]- 
glyoxal durchaus nicht, wie der Verfasser glauben machen 
méchte, nur Milchsiure liefern kann. Er iibersieht, daB solche 
Kérper sich nach den grundlegenden Befunden M. Bergmanns 
zu recht bestindigen Assoziaten zusammenschlieBen, und dab 
ferner die Cannizzarosche Reaktion bei den tautomeren 


‘) Nord, Biochem. Zs. Bd. 106, S. 280 (1920); vgl. hierzu Nakais 
iihnliche Ergebnisse beim Aldehydpaar Acetaldehyd und Bromal. (Bio- 
chem. Zs. Bd. 152, 8, 275 [1924].) 
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Formen?) des Methylglyoxals iiberhaupt nicht eintreten kann; 
er iibersieht weiter, daB der einer Wasseranlagerung entgegen- 
gesetzte Fall der Wasserabspaltung z. B. beim Glycerin in 
gwietacher Weise (Acrolein, Acetol) realisiert ist. Man mub 
erwarten, daB bei der enzymatischen Regulierung gerade das 
Umgekehrte von dem stattfindet, was K. fiir wahrscheinlich 
hilt. nimlich nach tausendfach erhirteter Erfahrung der ein- 
seitige und gerichtete Verlauf, die Auswahl zwischen der Viel- 
heit der virtuell méglichen Formen. SchlieBlich ist der Kritiker 
noch dariiber erstaunt, daB nach dem Girungsschema ein In- 
einandergreifen der verschiedenen Reaktionen stattfindet. Die 
Ordnung ist selbstverstiindlich, soweit die Teilprozesse mit- 
einander gekoppelt sind; sie ist ferner selbstverstiindlich, sofern 
der Katalysator eines Partialvorganges den ,,controlling factor“ 
darstellt und die iibrigen Katalysatoren im UberschuB vorhanden 
sind. Nach den Untersuchungen von Euler und Mitarbeitern, 
die wir bestiatigen kénnen, iiberwiegt Carboxylase gegeniiber der 
Gesamtzymase, d.h. der von Euler so bezeichnete Neuberg- 
(Juotient ist > als 1. Andererseits ist insbesondere in zeil- 
freien Saften die Co-Zymase nicht in maximaler Menge zu- 
gegen, so daB die nach dem Phosphorylierungsakt_,,tropfen- 
weise“ gelieferten Umwandlungsprodukte nur nach Mabgabe 
der Schnelligkeit ihrer Entstehung in regulierter Weise um- 
gesetzt werden. Die Erscheinung der Induktion (Lebedew. 
des Giranstiegs (Meyerhof) und der nachtriglichen Bildung 
von notwendigen, chemisch definierten Aktivatoren wihrend der 
Aktivierungszeit (Boysen Jensen) lehren, wie eine in der Zelle 
urspriinglich obwaltende Korrelation der Enzyme sich auto- 
matisch auch im Hefesaft einstellt.2) Das als Gegenargument 
angefihrte Ergebnis der Palladinschen Arbeiten ist wahrlich 
jiir die Koordinationsfrage nicht verwertbar; denn, soweit sie 


‘) Zu den von uns oft in Betracht gezogenen gesellt sich noch eine 


weitere, CH,-C==C(OH), die wir bei Kling, Ann. d. Chim. [8] Bd. 5, 
_O 


S. 532 (1905), skizziert finden. Uber die Enolisierung vgl. auch V. Meyer- 
Jacobson, Bd. I, S. 671. 

*) Vel. zu dieser Frage auch R. Hiber, Physik. Chem. d. Zelle u. 
der Gewebe, VI. Aufl., S. 857 (1926). 
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mir zugiinglich sind, enthalten diese Mitteilungen nur inter- 
essante Angaben dariiber, daB ein in der intakten Zelle ob- 
waltendes Verhaltnis von proteolytischen zu zymatischen Fer. 
menten anders ist als in Hefensiften, und daB die freie Zymase 
gegen Gifte oder Verdauungsfermente empfindlicher ist als ge- 
bundene. Dies hat nichts mehr mit dem Problem der Zuordnung 
zu tun, sondern ist eine selbstverstindliche Folge ungleicher 
Extrahierbarkeit oder Schwichung von Katalysatoren, die man 
nicht als Enzymhomologe ansehen kann. Unbegreiflich er- 
scheint Kostytschews Annahme, da die Korrelation der 
Partialfermente aufgehoben sein muB, wenn die Gesamtzymase 
im Saft schneller als in der Zelle zugrunde geht. 

Wenn Kostytschew sich iiber den Versuch wundert, die 
komplizierten Vorginge des Zuckerabbaues in einfache Formeln 
zu zwiingen, so vergibt er dabei die auBerordentlich gerinye 
faktische Bedeutung dieser Formeln. Alle Sachkenner, die 
sich mit diesen Hragen beschiiftigen, haben stets hervorgehobei, 
dai solchen Schreibsymbolen unter keinen Umstiinden anderer 
Wert beigemessen werden darf, als der einfachster Ausdrucks- 
form, um iiberhaupt die Méglichkeit zur Schilderung dieser 
Prozesse zu haben. In Wirklichkeit gibt es in diesen Zucker- 
gemischen iiberhaupt keinen ,,chemischen Kéorper“, sondern 
(Juerschnitte durch értlich und zeitlich bedingte, héchst variable 
Gleichgewichte von Hydraten, Anhydriden und am-Gebilden. 
Erst wenn sich in einem Moment ein solches Gleichgewicht 
spontan oder durch praparativen Eingriff stabilisiert, dann 
treten ,chemische Kérper“ auf, dann scheidet aus dem System 
solcher Gleichgewichte eine Phase endgiiltig aus, dann entsteht 
sozusagen ein Vakuum, in dessen Richtung das ganze Gleich- 
gewicht zusammenstiirzt. Damit ist natiirlich nichts gegen 
das ordnungsmii®ige Bestehen der Teilfermente gesagt. Das 
Schreibsymbol fiir die Vorstellung einzelner Phasen ist eben 
das, was Kostytschew unter Verkennung des Unterschiedes 
von Schreibsymbol und Tatsache als den schauspielermiBigen 
Aufmarsch der einzelnen Fermentakteure verhéhnen méchte. 

In einen schwer lésbaren Gegensatz zum ‘Tatsachen- 
material setzt sich Kostytschew durch die Behauptung, dab 
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es bei der Garung nur 2 Enzyme gabe, die Phosphatase und 
die einheitliche Zymase. Statt einer Widerlegung dieser in 
mehrfacher Hinsicht unhaltbaren, grobschlichtigen Theorie ge- 
niige der Hinweis allein auf ein Phinomen. Die wahren Kssig- 
siurebakterien lésen keine alkoholische Zuckerspaltung aus; 
wohl aber enthalten sie, was wir schon friiher als bedeutungs- 
voll hervorgehoben haben’), eine kraftig wirkende Carboxylase. 
Also auch in dieser Hinsicht fallt die Deduktion Kostyt- 
schews zusammen, da an der selbstiindigen Kxistenz der Carb- 
oxylase kein Zweifel obwalten kann. Als K. diesen Fragen 
noch unbefangen gegeniiberstand, schrieb?) er: ,,Nun wire vom 
biologischen Standpunkte aus das Vorhandensein so erheblicher 
Mengen eines unter normalen Verhialtnissen unndétigen Fer- 
mentes (sc. Carboxylase) auBerst unwahrscheinlich“®. Aus der 
von uns friiher festgestellten 3) asymmetrischen Wirkung der 
Carboxylase auf die racemische Methyl-athyl-brenztraubensiure 
folgt wiederum der Fermentcharakter. 

Die Ausfiihrung endlich, die K. tiber das Wesen der 
Cannizzaroschen Reaktion bringt, bedarf noch kurz einer 
Beleuchtung. Wir konstatieren zuniichst, daB Kk. die Auffassung 
teilt, fiir die wir seit mehr als einem Jahrzehnt*) gekimpft 
haben, namlich da eine Ahnlichkeit besteht bei der biochemi- 
schen Vollziehung der inneren Cannizzaroschen Reaktion 
von Ketonaldehyd und der &uBeren Dismutation einfacher 
Aldehyde. (Befremdlich ist, da8 K. die rein chemische Her- 
beifiihrung der Reaktion, auf die er so eingehend Bezug nimmt, 
V. Meyer statt Debus‘) zuschreibt; dieser entdeckte sie, als 
Y. Meyer noch die Vorschule besuchte.) 

Die von Kk. als neu hingestellte Beziehung der Dismutation 
zur Benzilsiiureumlagerung ist schon mehrfach Gegenstand der 


') Neuberg u. Windisch, Biochem. Zs. Bd. 166, S. 476 (1925). 

*) Diese Zs. Bd. 79, S. 144 (1912). 

5) Neuberg u. Peterson, Biochem. Zs. Bd. 67, 8. 32 (1914). 

4) Biochem. Zs. Bd. 49, S. 502 (1913); Bd. 51, S. 486 (1913) u.a.a O. 

*) Debus, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 102, 8. 26 (1857); vgl. auch 
v. Pechmann, Chem. Ber. Bd. 20, 8. 2543 (1887); Pinkus, Chem. Ber. 
Bd. 81, S. 32 (1898); Denis, Am. Chem. Journ. Bd. 38, S. 582 (1907). 
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Hrérterung gewesen.!) Das ,neue“ Schema, daB er fiir die 
Dismutation aufstellt, hat sein Vorbild, — sogar bis auf das 
in punktiertes Karo gesetzte wandernde Wasserstoffatom (!) — 
bei Meerwein und Schmidt?) und ist von dort aus bereits 
von uns*) ttbernommen, allerdings im Gegensatz zu K., mit 
dem Literaturzitat. Die Formeln, die K. als Spekulationen 
iiber die Benzilsiurereaktion bringt, sind wesensgleich, zum 
Teil buchstabengetreu, auf Grund experimentellen Materials 
langst in den bekannten Untersuchungen‘) von Tiffeneau, 
Staudinger, Schénberg u. a. entwickelt werden, ebenso wie 
die Auffassung der Citronensiurebildung 5) als Wirkung einer 
Benzilumlagerung. 

Als neu fiigt der Kritiker auch die Betrachtung an, dab 
eigentlich keine scharie Grenze zwischen Aldehydmutase, Re- 
duktase und Carboxylase zu ziehen sei. Er verschweigt, dai 
Begriindungen fiir diese Auffassung langst von Wieland u. a. 
gegeben sind und daf die Angliederung der Carboxylase an 
die Oxydoredukasen in der schon vor 2 Jahren erschienenen 
1. Lieferung von Oppenheimers Handbuch der Fermente er- 
folgt ist.°) Dem von K. gepriesenen Prinzip der simultanen 
Oxydation und Reduktion hat Adolf Baeyer im Jahre 1870 
die bekannte Abhandlung ,Uber die Wasserentziehung und 
ihre Bedeutung fiir das Pflanzenleben und die Girung“ ge- 
widmet.’) Die Decarboxylierung der Oxalsiure iiber die hypo- 
thetischen Stufen des Orthohydrates und eines Anhydrids’*) 
sowie Auflésung dieses Gebildes in Ameisensiure und Kohlen- 
dioxyd findet man in ahnlichen Formulierungen in der vor 
56 Jahren erschienenen Abhandlung. Es ist eine sonderbare 


'! Neuberg u. Ker», Biochem. Zs. Bd. 58, 8. 161 (1914); Bd. 62, 
S. 497 (1914); Bd. 71, S. 253 (1915). 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 444, 8. 230 (1925). 

*) Biochem. Zs. Bd. 166, S. 447 (1925). 

‘) Staudinger u. Binkert, Helv. Bd. 5, 8. 703 (1922); Schon- 
berg u. Teller, Chem. Ber. Bd. 56, S. 1638 (1923). Hier auch die Lit. 
‘) Franzen u. Schmitt, Chem. Ber. Bd. 58, S. 222 (1925). 

*) C. Oppenheimer, Fermente Bd. I, S. 23. 
*) A. Baeyer, Chem. Ber. Bd. 3, S. 75 (1870). 
‘) Vgl. Biochem. Zs. Bd. 156, S. 378 (1925). 
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Inkonsequenz, wenn Kostytschew Carboxylase und Carboli- 
sase als selbstiindige spezifische Katalysatoren trotz ihrer er- 
wiesenen stereochemisch geordneten Funktionen verabscheut, 
aber dem Agens, das die vorhin erwiihnte Umwandlung von 
Benzoyl - methyl -carbinol in Acetyl - phenyl -carbinol bewirken 
soll, Enzymcharakter zuerkennt und dazu schreibt: ,,die Kx!- 
stenz eines derartigen Ferments ist zwar noch nicht fest- 
gestellt“. — 

Nur einige Stellen der Kostytschewschen Ausfiihrungen, 
die das Fermentproblem besonders bedenklich verwirren, sind 
hier beleuchtet. Sie geniigen zum Beweise, daB sie nicht ge- 
eignet sind, unsere Auffassungen iiber das Wesen der Vor- 
ginge bei den Zuckerspaltungen oder beim Aufbau zucker- 
‘thnlicher Stoffe zu widerlegen. Kostytschew hat fir die 
hier in Betracht kommenden Reaktionen das Bild des Theaters 
eingefiihrt, und so wenig Reiz es auch bietet, sich im Irrgarten 
Kostytschewscher Gedankengiinge zu verlieren, so mag doch 
fir ein einziges Mal der von K. gewihlte Weg betreten wer- 
den: Wir wollen hoften — um im Bilde zu bleiben —, dab 
auf die Biihne ein Hamlet gebracht wird, wo es heibt: ,,More 
matter, with less art“. 









































Fig. 1. 
Molar-Querschpitt, Ratte 513 ¢ 


Fig. 2 


Molar-Quersehnitt, Ratte 513d 
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Fig. 3 Fig. 4. 
Kpiphyse, Ratte 513¢. Epiphyse, Ratte 513d. 
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